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Resumen y Abstract IX

Resumen

En el contexto de la bioeconomia, las biorrefinerias fase Ill tienen como objetivo la
obtencion de diversos productos de mayor valor agregado que los biocombustibles, a partir
de diferentes tipos de biomasas, principalmente agroindustriales. Esta tendencia es cada
vez mas importante y se espera que en el corto plazo sea una realidad. En esta
investigacion se produjo xilitol a partir de la cascarilla de cebada residual del proceso
cervecero, una de las biomasas agroindustriales mas generadas a nivel global y local, a
través de dos opciones de proceso diferentes que involucraron un pre-tratamiento alcalino
o0 de explosidn con vapor, seguidas de la hidrélisis enzimatica de los arabinoxilanos

extraidos en el medio liquido y la posterior fermentacion de la xilosa liberada hasta xilitol.

En la primera opcion de proceso desarrollada, se realiz6 por primera vez un estudio
cinético de la extraccion de los arabinoxilanos en el liquido de pre-tratamiento alcalino,
encontrandose el mayor grado de extraccion a las 12 horas de reaccion con un rendimiento
del 64,81%, a 40°C, 360 rpm y una relacién de alimentacién de 1:14 peso de cascarilla por
volumen de NaOH 4 M. El seguimiento de la reaccion a través del tiempo, permitié el ajuste
de una cinética de primer orden pseudo-homogénea irreversible segun el modelo de
Saeman, asi como la determinacion de la energia de activacion para tres de las cuatro
temperaturas evaluadas (ecuacién de Arrhenius). Para la segunda opcién de proceso se
evaluo por primera vez una etapa enzimatica integrada de desproteinizacion y eliminacién
de almiddn previa al pre-tratamiento de explosidn con vapor; el rendimiento maximo que
se alcanzo fue de 47,0%, realizando la operacién a 173,5°C por 15,5 min (condiciones

optimizadas) e impregnando la biomasa con 0,5% p/v H2SOa..

Posteriormente, se realizé la hidrolisis enzimatica de los arabinoxilanos extraidos en los
liquidos de pre-tratamiento de dos maneras diferentes: evaluando la sinergia de hasta
siete enzimas puras tipo endo-1,4-b-xilanasas de las familias GH10 y GH11, a-L-
arabinofuranosidasas de la familia GH51 y GH43, b-xilosidasas, a-D-glucuronidasas, acetil

xilano y feruloil estearasas, o el complejo enzimatico comercial Cellic™ Ctec |
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suplementado con b-xilosidasa. EI maximo rendimiento que se obtuvo para la liberacion
de xilosa fue de 63,63% para el primer pre-tratamiento y de 78-86% para el segundo pre-
tratamiento, destacdndose que por primera vez se realizé una hidroélisis enzimética de un
liquido de pre-tratamiento proveniente de la tecnologia de explosiéon con vapor, con una

concentracion potencial de sustrato de 60 g/L de xilosa.

Finalmente, en la fermentacion de los hidrolizados la produccion de xilitol fue 58,84 g/L,
con un Yps de 0,73 g/g y una Qp 1,14g/L/h para el pre-tratamiento alcalino y una
concentracion maxima de 37,16 g/L de xilitol con un rendimiento de 0,76 g/g y una Qr de
0,29 g/L/h para el pre-tratamiento de explosion con vapor. El parametro de escalamiento
kia, determinado experimentalmente, fue 15 h.

Palabras clave: cascarilla de cebada, xilitol, explosion con vapor, pre-tratamiento alcalino,

arabinoxilanos, hidrélisis enzimatica, biorrefineria.

Abstract

In the bioeconomy context, phase Il biorefineries have as aim to obtain various products
with higher value-added than biofuels, from different types of biomass, mainly agro
industrial. This trend is a topic of increasing importance and it is expected to become a
reality in the short term. I n this research, t he
was reached, as one of the agro industrial biomass more generated at local and global
level, through two different process options that involved an alkaline or steam explosion
pre-treatment, followed by the enzymatic hydrolysis of the extracted arabinoxylans in the

liquid fraction and the fermentation stage of xylose to xylitol.

In the first process option, was done by first time a kinetic study of the arabinoxylans
extraction in the alkaline liquid pre-treatment, the higher extraction was found in 12 hours
of residence time with a 64,81%. The conditions of pre-treatment were: 40°C, 360 rpm and
1:14 relation of weight of breweroés spent grain

irreversible kinetic was adjusted by the Saeman model and the activation energy was
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calculated for three of the four temperatures assessed (Arrhenius equation). For the second
process option was evaluated by first time an enzymatic desproteinization and destarching
stage previous to the steam explosion pretreatment, 47% was the higher yield reached in

the operation at 173°C x 15,5 min (optimal conditions) with a 0,5% w/v H.SO.impregnation.

After that, to evaluate the synergy between seven enzymes, an enzymatic hydrolysis was
made over the arabinoxylans extracted in the liquid fraction by two different options. The
enzymes were endo-1,4-b-xylanase from the familes GH10 y GH11, a-L-
arabinofuranosidase from the families GH51 y GH43, b-xylosidase, a-D-glucuronidase,
acetyl xylane and feruloyl esterases or the enzymatic commercial complex Cellic™ Ctec |
supplemented with b-xylosidase. The liberation of xylose was calculated through the
reaction yield, the higher yield for arabinoxylan extracted from the alkaline pretreatment
was 63,63% and for the second pretreatment was 78-86%, highlighting for first time the
enzymatic hydrolysis of liquid fraction with a xylose potential of 60 g/L from the steam

explosion pretreatment.

Finally, xylitol was produced in 58,84 g/L with a Yps 0f 0,73 g/g and Qp 1,14g/L/h for the
first process and 37,16 g/L with a Yg;s 0f 0,76 g/g and Qg 0,29 g/L/h for the second process.

The scale-up parameter, k,a was determined experimentally as 15 h™.

Key words: br ewer 0s spent grain, xylitol, steam

arabinoxylans, enzymatic hydrolysis, biorefinery.
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Introduccién

La creciente demanda energética mundial sumada a la inminente escasez de fuentes
fésiles de energia y productos quimicos, ha impulsado el desarrollo de alternativas tipo
renovable, entre las que se destaca el uso de biomasa. La biomasa es el material biolégico
proveniente de organismos vivos 0 que estuvieron recientemente vivos. En el contexto de
la biomasa util para produccion de energia a menudo se hace alusion a plantas o
materiales derivados de las mismas!. Segln la Comisién Europea, hay varios recursos
provenientes de la biomasa tales como productos y sub-productos, cuyo origen

principalmente se deriva de arboles, plantas y residuos agricolas, industriales o urbanos?.

El reemplazo del petrdleo por biomasa como materia prima para la produccion de
combustibles y quimicos es una opcién interesante que se ha convertido en la fuerza
impulsora para el desarrollo de complejos industriales denominados biorrefinerias
(Cherubini, 2010). Las caracteristicas potenciales de la biomasa, como su abundancia
natural, renovabilidad, reciclabilidad y facilidad de acceso durante todo el afio alrededor
del mundo, esta impulsando especialmente el uso de biomasas residuales como material
sostenible para fabricar productos de alto valor agregado. En este contexto, muchos
esfuerzos significativos estan realizandose en la sociedad para transitar de la economia a
una bio-economia, con el objetivo de desarrollar procesos que sean sostenibles,
socialmente aceptables y respetuosos con el medio ambiente (Arevalo-Gallegos, Ahmad,
Asgher, Parra-Saldivar, & Igbal, 2017).

A nivel mundial, dentro de las biomasas potenciales para obtener diferentes bio-productos,
se destacan los residuos generados en las plantas industriales de fabricacién de cerveza

por la capacidad de produccion y su demanda constante. La produccion global de esta

! Biomass Energy Center. Biomassenergycentre.org.uk Recuperado el 03-08-2015
2 European Commission. Ec.europa.eu/energy Recuperado el 03-08-2015
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bebida alcohélica se estim6 en 1.909.187.000 hL para el afio 2016, donde Colombia ocupé
el puesto 21 con una produccion de 1.910.000 KL (Kirin Beer University Report, 2017) y el
tercero en Latinoamérica después de paises como Brasil y México. Los co-productos
sélidos generados en la elaboracion de la cerveza, pueden clasificarse en residuos
organicos, generales y peligrosos. Dentro de la primera categoria se destaca la cascarilla
de cebada, col oqui al mmnserel rdsilua mas @dlaundénge f ya gue
representa aproximadamente el 85% (p/p) del total (Steiner, Procopio, & Becker, 2015). En
relacion con la fabricacion de cerveza se estima que en Colombia se producen 10 kg/hL
(Rodriguez, 2015) de cascarilla himeda (~80% de humedad) lo que permite estimar un
valor nacional de 191.000 t. Sin embargo, varias fuentes reportan una produccion de 20
kg/hL, lo que duplicaria la produccién nacional y permitiria estimar la produccién mundial
de cascarilla de cebada en 38,6 millones de t (Mussatto, Dragone, & Roberto, 2006; Xiros
& Christakopoulos, 2012; McCarthy et al., 2013; Steiner et al., 2015).

La cascarilla de cebada esta compuesta principalmente por lignina, celulosa y
hemicelulosa, aunque también tiene proteinas y lipidos. Con base en su composicion, la
gran cantidad generada y su bajo costo, USD 42/tonelada (Mussatto, Moncada, Roberto,
& Cardona, 2013), COP 220/kg en base humeda y COP 850/kg en base seca en
Colombia®, se identifica la importancia de buscar alternativas de aprovechamiento y
valorizacion de este co-producto (Xiros & Christakopoulos, 2012), ya que tradicional y
actualmente, solo se emplea para elaborar concentrados para animales (Dung, Manh, &
Udén, 2002; Mussatto et al., 2006; Bavaria, 2013; Steiner et al., 2015).

En los dltimos afios, ha crecido el interés por utilizar la cascarilla de cebada como
ingrediente y/o aditivo en formulaciones destinadas al consumo humano (Reis et al., 2014;
Connolly, Piggott, & FitzGerald, 2014; Steiner et al., 2015;). Otros usos potenciales se
enfocan en la produccion de energia o carbon (Mussatto et al., 2010), como componente

3 Beneficios y cuidados a la hora de suministrar afrecho de cerveza.
http://www.contextoganadero.com/ganaderia-sostenible/beneficios-y-cuidados-la-hora-de-
suministrar-afrecho-de-cerveza Recuperado 26-05-2018

hoo
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de ladrillos, para la fabricacion de papel (Mussatto, Rocha, & Roberto, 2008) o inclusive
como adsorbente (Kordialik-Bogacka, 2014). Finalmente, un gran numero de
investigaciones la utilizan como sustrato en diferentes procesos biotecnolégicos para
generar bio-productos de mayor valor agregado, tales como enzimas, bio-etanol, acido
lactico, acidos hidroxicinamicos, xilitol, etc. (Mussatto et al., 2006; Aliyu & Bala, 2011; Pejin,
Radosavl jevil -TaMoajcokvoivi,;V &kadyiulk.j | 2015)

Un uso potencial de la cascarilla de cebada es producir xilitol, un edulcorante con alto
potencial de aplicaciéon tanto en la industria de alimentos como en la farmacéutica, ya que
tiene 40% menos de calorias que la sacarosa, no participa en las reacciones de Maillard,
no produce caries y es tolerado por la poblacién diabética (de Albuquerque, da Silva, de
Macedo, & Rocha, 2014). De acuerdo con el estudio realizado por el Departamento de
Energia de los Estados Unidos, el xilitol se encuentra dentro de las doce moléculas
qguimicas plataforma para biorrefinerias. Estas pueden producirse via biolégica o quimica
a partir de los azucares presentes en la biomasa, y son la base para formar moléculas mas
Gtiles que tendrian un alto potencial comercial y por ende generarian mayor valor agregado
(U.S. Department of Energy, 2004).

Actualmente la produccion de xilitol a gran escala se realiza mediante la hidrogenacion
catalitica de la D-xilosa pura. Sin embargo, el alto grado de pureza que debe tener la
materia prima sumado a las condiciones de temperatura (80-140°C) y presion (>50 atm)
de la etapa de reaccién y el consumo de energia, en las etapas de separacion y purificacion
necesarias para alcanzar el grado de pureza requerido del producto final, implican altos

costos de produccion (Goli, Panda, & Linga, 2012).

Para la obtencion de xilitol a partir de la cascarilla de cebada residual, debe realizarse un
proceso que generalmente consta de varias etapas: extraccion, pre-tratamiento, hidrolisis,
detoxificacion, concentracion, fermentacion y cristalizacion (Wei, Yuan, Wang, & Wang,
2010). Estas etapas de proceso tienen como objetivo, en primera instancia, extraer y/o
recuperar las proteinas, degradar la lignina para tener disponible la celulosa y la
hemicelulosa. Posteriormente, los polisacaridos libres pueden hidrolizarse hasta sus
oligbmeros o0 mondémeros por la accion de catalizadores quimicos o biol6gicos. Finalmente,
los azlicares simples obtenidos (glucosa, xilosa, arabinosa, etc.) pueden fermentarse hasta

bio-productos de mayor valor agregado como, por ejemplo, el xilitol.
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La produccion de xilitol esta expandiéndose a nivel global y se estima una fuerte demanda
de este producto en los proximos afios. El mercado global del xilitol se estimé en 190,9 mil
t, con un valor de USD $ 725,9 millones en 2016, y se espera que alcance las 266,5 mil t
valoradas en poco mas de USD $1000 millones para 2022%. Los mayores productores de
xilitol a nivel mundial son China y Estados Unidos. Comercialmente se encuentran precios
de venta del xilitol en USD $7,5/lb o USD $4,5/lb a granel, a partir de abedules

norteamericanos®.

En Colombia, la fabricacion de productos de alto valor agregado a partir de biomasas
residuales se encuentra poco desarrollada. El enfoque principal del aprovechamiento de

la biomasa hasta el momento en el pais se ha destinado para la produccién de energia®.

Asi, el principal objetivo de este trabajo fue evaluar la posibilidad de producir xilitol a partir
de cascarilla de cebada empleando dos alternativas de procesos. Los dos procesos
evaluados integran una etapa de pre-tratamiento fisico-quimico y dos etapas
biotecnoldgicas. Para extraer la mayor cantidad de la fraccion de la hemicelulosa en el
liquido se plantearon dos pre-tratamientos: alcalino o de explosion con vapor.
Posteriormente en la segunda etapa del proceso se buscé obtener el mayor grado de
produccion de xilosa a través del estudio de la hidrélisis enzimética de las fracciones de
hemicelulosa. Finalmente se evalué la fermentacion del hidrolizado obtenido en un reactor

de un litro para la produccion de xilitol.

Los resultados demostraron que se produjo xilitol a partir de los dos procesos disefiados
utilizando tanto el pre-tratamiento alcalino como de explosién con vapor. Para las dos
opciones de pre-tratamiento se encontraron un conjunto de condiciones, que permitieron
extraer por lo menos la mitad de la fraccion de hemicelulosa en el liquido, ajustando una
cinética pseudo-homogénea de primer orden por el modelo de Saeman y los parametros
de la ecuacién de Arrhenius para tres de las cuatro temperaturas evaluadas en el pre-
tratamiento alcalino e integrando un proceso de desproteinizacion enzimatica previo al

sometimiento de la cascarilla de cebada al pre-tratamiento de explosién con vapor.

4 Xylitol i A Global Market Overview. http://industry-experts.com/verticals/food-and-
beverage/xylitol-a-global-market-overview Recuperado el 17-01-18

5 Xylitol: USA http://store.xylitolusa.com/xylitol/ Recuperado el 17-01-18

6 En Colombia tenemos un gran potencial de producir energia por medio de biomasa: MinMinas
https://www.minminas.gov.co/historico-de-noticias?idNoticia=23881138 Recuperado el 17-01-18
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Posteriormente, es de destacar que se logré la hidrélisis enzimatica de un liquido
concentrado 5,5 veces, procedente de la segunda opcién de pre-tratamiento de explosion
con vapor no solo mediante enzimas comerciales puras sino también con cocteles
enzimaticos suplementados con b-xilosidasa pura, para finalmente obtener xilitol por

fermentacion.

Una de las ventajas de estos procesos fue gque se disefié una tecnologia para evitar el
efecto de los inhibidores de fermentacion formados a lo largo del proceso y asi prescindir
de una etapa de detoxificacion. Aunque los procesos planteados se enfocan en el
aprovechamiento de la hemicelulosa como una de las fracciones principales de la cascarilla
de cebada, para las demas fracciones obtenidas en las dos tecnologias evaluadas se
definieron, al menos teéricamente como objeto de valorizacién dentro del contexto general

de una futura biorrefineria.

Esta tesis se divide en cinco capitulos: el primero presenta una vision general del contexto
nacional e internacional de la produccion de cerveza y por ende de la generacion de la
cascarilla de cebada como su principal co-producto. Posteriormente se muestran las
generalidades de la biomasa lignocelulésica y de las diferentes etapas involucradas en el
proceso de valorizacion de estos materiales para obtener productos de mayor valor
agregado. Luego se realiza una revision de la produccion, aplicaciones y mercado del xilitol

tanto a nivel nacional como internacional.

En el capitulo 2 se desarrolla el planteamiento del problema de la investigacion, junto con

la descripcién de la hipétesis, objetivos y estrategia general de la metodologia realizada.

El primer proceso planteado se presenta en el capitulo 3. Este contempla el estudio cinético
de la extraccion y pre-tratamiento alcalino de la cascarilla de cebada para obtener
hemicelulosa en el liquido del pre-tratamiento. Se evalla, principalmente el efecto de la
temperatura, concentracion de NaOH, velocidad de agitacion, relacion de alimentacion y
tiempo. Posteriormente la hemicelulosa extraida en el liquido se separa del medio soluble
para someterse a la etapa de hidrdlisis enzimética, donde fue importante caracterizar en
primera instancia la composicién y los enlaces glucosidicos de esta fraccion aislada. En
segunda instancia, se evalla el efecto sinérgico de la combinacion de seis enzimas
diferentes tipo endo-1,4-b-xilanasas, a-L-arabinofuranosidasas, b-xilosidasas y a-

glucuronidasas. Una vez escogida la mejor mezcla enzimética se realiza un estudio
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variando la concentracién de sustrato. Finalmente, el hidrolizado obtenido se fermenté en
un reactor de un litro, ajustandose el pardmetro de kia en el medio de reaccion para
proporcionar la mejor concentracion de oxigeno disuelto, variable critica en el escalamiento

del proceso.

En el capitulo 4 se muestra la segunda opcién de proceso desarrollada. En esta se realiza
una etapa de desproteinizacion y eliminacién de almidén de la cascarilla de cebada, para
gue este material fuera susceptible a la explosion con vapor. En esta tecnologia se evalta
la temperatura y tiempo de pre-tratamiento, parametrizando la impregnacion del material
con &cido. Posteriormente, el liquido de pre-tratamiento obtenido se concentra para
realizar el estudio de la hidrélisis enzimatica, evaluando dos opciones: (1) el uso de las
enzimas puras, mencionadas previamente, con la adicion de dos enzimas mas con
actividades especificas acetilxilano estearasa y feruloil estearasa y, (2) la evaluacion de un
coctel enzimatico comercial suplementado o no con la actividad enzimética b-xilosidasa
pura. Finalmente, se hacen ensayos de toxicidad, para el hidrolizado obtenido, variando el
pH a nivel de matraz Erlenmeyer. Una vez determinadas las mejores condiciones de
fermentacidn en este nivel, se lleva a un reactor de un litro, donde también se determina

el parametro de k.a, como criterio de escalamiento.

Finalmente, los hallazgos, contribuciones y conclusiones de la investigacion se presentan
en el capitulo 5, en donde se incluyen las implicaciones teotricas y practicas de los

resultados obtenidos y se presentan algunas recomendaciones para trabajos futuros.

El presente documento es el resultado del trabajo desarrollado tanto en el Laboratorio de
Ingenieria Quimica de la Universidad Nacional de Colombia como en los laboratorios del
Centro de Investigacion en Estructuras y Aplicaciones de Polisacaridos (ResPoStA por sus
iniciales en inglés) perteneciente al grupo de bioquimica y quimica alimentaria, a cargo
del profesor Manuel Antonio Coimbra de la Universidad de Aveiro en Aveiro, Portugal y del
grupo de la Unidad de Biocarburantes a través de la orientacion y apoyo del investigador
Ignacio Ballesteros Perdices y la asesoria de Maria José Negro en el Centro de
Investigaciones Energéticas, Medioambientales y Tecnol6gicas (CIEMAT) en Madrid,

Espafia, entre los afios 2014 y 2018.

Este proyecto de investigacion a su vez fue financiado por COLCIENCIAS a través de la

fBeca de Doctorado Nacional convocatoria 6170y la Universidad Nacional de Colombia
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cone | p r oBgtad® deoprefiactibilidad técnico-econémica de una biorrefineria para la
produccion de xilitol en Colombia a partir de la cascarilla de cebada co-producto del
proceso cervecero0 Una parte de los resultados de esta investigacion fue presentada como
ponencia oral en la conferencia internacional EUBCE 26th European Biomass Exhibiton &

Conference (2018) en Copenhague, Dinamarca.






l.Cap?twElsa ado del arte

1.1 Proceso de produccion de cerveza

La Figura 1-1 muestra de forma esquematica el proceso de produccion de cerveza hasta
la seccién de cocinas; es decir, sin incluir las etapas de fermentacion, maduracion, dilucion,
filtracion y embotellado. La cebada sin procesar se limpia y clasifica de acuerdo con su
tamafo. Después de un periodo de inactividad que dura entre 4 y 6 semanas, la cebada
se lleva al proceso de malteo, que comienza con una etapa controlada de germinacién, en
donde se incrementa el contenido de enzimas en el grano. El malteado se realiza en tres

pasos: (1) remojo, (2) germinacioén y (3) secado u horneado (Mussatto et al., 2006).

Durante el remojo, los granos de cebada limpios se adicionan a tanques que contienen
agua entre 5y 18°C, en donde permanecen aproximadamente por dos dias. El agua entra
al embrién a través del micropilo para incrementar el contenido de humedad de los granos
hasta un 48%. El agua de remojo se cambia cada 6 u 8 h y no se redutiliza. La hidratacion
del grano comienza con la germinacion durante el remojo, activandose el metabolismo de

la aleurona (Mussatto et al., 2006).

Después del remojo, la cebada se transporta a un tanque de germinacién, en donde unos
rodillos ejercen un esfuerzo cortante sobre el grano entero. Luego la cebada se mantiene
en contacto con una corriente de aire himedo que fluye a través del lecho a temperaturas
entre 15 y 21°C. En la germinacién se promueve la sintesis y activacion de enzimas
(amilasas, proteasas, b-glucanasas, etc.) en la aleurona y el endospermo amilaceo. La
accion de estas enzimas modifica la estructura del endospermo amilaceo. El endospermo
puede modificarse parcial o totalmente durante la etapa de germinacion, que puede durar
hasta 7 dias. Finalmente, la cebada de malta se seca a temperaturas entre 40 y 60°C hasta
reducir su humedad a 4 0 5% para evitar la contaminacion microbiana y, ademas, generar

componentes caracteristicos de color y sabor. Después de esta etapa, la malta seca se
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almacena por 3 0 4 semanas, hasta alcanzar su equilibrio u homogeneidad (Mussatto et
al., 2006).
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Figura 1-1. Esquema del proceso de obtencion de cascarilla de cebada a partir de
cebada natural

Reproducido de Journal of Cereal Science, volumen No. 43, autores: Mussatto S.I., Dragone G.,

Roberto.C.,Br ewer 6 s spent grain: generation, characteri

Copyright 2015, con permiso de Elsevier [3554871444027]

En la fabricacién de cerveza, la cebada malteada se muele y se mezcla con agua en las
ollas de coccidn, donde adicionalmente se incrementa gradualmente la temperatura de 37
a 78°C, para promover la hidrélisis enzimética de los constituyentes de la malta en un
proceso denominado maceracion. Alli, tanto el almidon como los otros componentes del
grano, proteinas, p©° ofp© t -b-glucanos y arabinoxilanos se solubilizan como
productos de degradacion. Durante el proceso, el almidén se convierte a azlcares
fermentables (principalmente maltosa y maltotriosa) o en azucares no fermentables
(dextrinas), mientras que las proteinas parcialmente degradadas se transforman en
polipéptidos y amino acidos. Este paso de conversion enzimatica (maceracion) produce un

liquido dulce conocido como mosto. La porcién del grano insoluble de cebada malteada

st

c
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gue no se degrado se deja reposar hasta formar un lecho en las ollas de coccidn, que sirve
como lecho filtrante para separar el mosto dulce. El mosto filtrado se evapora y enfria para
luego ser usado como sustrato de fermentacion en la produccién de cerveza, mientras que

la fraccion solida compone la cascarilla de cebada (Mussatto et al., 2006).

1.1.1 Cascarilla de cebada, co-producto del proceso cervecero

La cascarilla de cebada es el co-producto mas abundante en la fabricacion de cerveza.
Representa alrededor del 85% (p/p) del total de los co-productos generados (Steiner et al.,
2015). Este residuo, en promedio, corresponde al 31% en peso de la malta original
(Townsley, 1979; citado en Mussatto et al., 2006) y presenta un contenido de humedad del

82% en peso aproximadamente.

Bavaria S.A., la mayor empresa productora de cerveza en Colombia, reporté en 2013 un
total de 335.194 toneladas de residuos, de los cuales el 80,5% correspondieron al tipo
organico (subproductos del proceso cervecero: afrecho, levadura, barreduras de malta y
cereales, y germen de malta). Estos residuos se reutilizaron como materia prima,
principalmente para la preparacion de concentrados para animales, aprovechandose la
totalidad de los mismos (Bavaria, 2013). Sin embargo, a pesar de que en el pais se le da
un uso industrial a esta biomasa, se esta perdiendo la oportunidad de explorar y generar

productos de mayor valor agregado.

La cascarilla de cebada es un material que contiene celulosa (13-21%), hemicelulosa (21-
30%), lignina (12-16%) y un alto contenido de proteina (19-30%) (Senthilkumar et al., 2010;
Xiros & Christakopoulos, 2012; Steiner et al., 2015), como se evidencia en la Tabla 1-1. La
cascarilla de cebada tiene un valor comercial bajo, ya que usualmente se vende como
biomasa para la alimentacion de ganado por su alto contenido de proteina no-degradable
y de vitaminas solubles en agua. Sin embargo, su composicibn puede variar
significativamente por variables intrinsecas asociadas al ciclo de cultivo agronémico o a
las diferentes condiciones a las que somete el material a nivel industrial (etapas de
malteado, maceracion, etc.). Debido a su variada composicion, gran volumen generado y
actual sub-utilizacion, las investigaciones cientificas respecto al tema se han incrementado
a lo largo de los afios (Mussatto & Roberto, 2006; Aliyu & Bala, 2011; Buffington, 2014).



Tabla 1-1. Composicién quimica* de la cascarilla de cebada de acuerdo con el origen en el periodo 2001 a 2016

Jap6n |Espafia| Portugal Brasil |Bélgica| UK |Grecia| UK, Noruega India Alemania Finlandia
Pais, autor y _ _ Mussato _ Robegfon et Senthil- Steiner et al. _
comparens| B | e | ST | U mar | | Coscte | T
(%) ' ' ' Roberto ' ' | Ale | Lager | €tal g:i(;?)glcljz de cebada/ '
trigo
2001 2003 2004 2006 2006 2008 | 2008 2010 2010 2015 2016
Proteinas 24 31 24,6 15,2 26,7 15-17 | 14,2 | 10-18 | 20-24 24,3 19-30 20-28 22,6
Lipidos 10,6 3-6 n.d. n.d. n.d. 6-8 13 n.d. n.d. 5,2 10 8-18 11,4
Almidon n.d. n.d. n.d n.d. 1 10-12 2,7 7-13 2-8 - 4 0,6-1,0 3,1
Cenizas 24 4 1,2 4,6 3,3 n.d. 3,3 n.d. n.d. 57 2-5 3-4 4,1
Celulosa 25,4 n.d. 21,9 16,8 0,3 31-33 12 13-21 - 13,1 12-25 35-40 13,2
Hemicelulosa 21,8 n.d. 29,6 28,4 22,5 - 40 21-27 | 22-29 29,9 20-25 14-16 25,3
Lignina 11,9 16 21,7 27,8 n.d. 20-22 | 11,5 | 12-16 | 13-17 7,12 12-28 4-7 19,6**
Fendlicos n.d. 1,7-2 n.d. n.d. n.d. 1-15 2 0,7-1 | 0,7-0,9 - - - -

n.d. No determinado

*Todos los valores estan expresados en g por 100 g de material seco (%p/p)

*Expresado como la suma de lignina acido insoluble (14,7%) y lignina acido soluble (4,9%)




Capitulo 1 13

1.2 Generalidades de la biomasa lignoceluldsica

1.2.1 Estructura de los materiales lignoceluldsicos

Desde el punto de vista quimico, los componentes de los materiales lignocelulésicos
pueden clasificarse como materiales estructurales y extraibles. Los primeros conforman la
estructura de las paredes celulares y son los responsables de la forma de las células y de
la mayoria de propiedades fisicas y quimicas de este tipo de biomasas. Estos incluyen los
componentes poliméricos tales como la celulosa, hemicelulosa y lignina. Su remocién
requiere el uso de tratamientos quimicos y/o mecanicos para producir su despolimerizacion
o su disolucién parcial. Otros componentes poliméricos presentes en menor extension y a
menudo en cantidades que varian, corresponden a pectinas, almidén y proteinas (Girio,
Carvalheiro, Duarte, & Bogel-Gu k asi k., 2012)

Las paredes celulares presentan polimeros estructurales en su estructura que consisten
de un esqueleto de microfibrillas de celulosa envueltas por moléculas de hemicelulosa que
se organizan como estructuras sucesivas en forma de cinta, con la lignina ocupando los

espacios vacios entre las moléculas de hemicelulosa (Pereira, Graca, & Rodriguez, 2003).

La lignina es un polimero aromatico sintetizado a partir de precursores fenilpropanoides.
Las unidades quimicas mayoritarias del fenilpropano presentes en la lignina son los
alcoholes p-cumarilico, coniferilico y sinapilico, que estan unidos por un conjunto de
enlaces éster y C-C, los que a su vez forman una matriz compleja (Haghighi Mood et al.,
2013). Esta fraccién juega un papel importante en el fortalecimiento de las paredes
celulares vegetales y en el entrecruzamiento de los polisacéaridos. Por lo tanto, provee
soporte a los elementos estructurales en toda la planta. Estas propiedades de la lignina,
interfieren con la conversién enzimatica de estos carbohidratos, deseable en los procesos

industriales.

La celulosa es un polisacérido lineal de alto peso molecular compuesto de largas cadenas
de moléculas de D-glucosa unidas por enlaces beta-(1-4) que, a la vez, se agrupan en
estructuras superiores de gran cristalinidad. La celulosa cristalina puede representar
aproximadamente del 50 al 90% del total de la celulosa (Foyle, Jennings, & Mulcahy, 2007),
lo que hace dificil su hidrélisis y conversion a azucares fermentables. Sin embargo, una

vez se producen los azlcares simples, pueden fermentarse sin dificultad.
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La hemicelulosa es un polimero heterogéneo conformado por pentosas (b-D-xilosa, a-L-
arabinosa), hexosas (b-D-manosa, b-D-glucosa, a-D-galactosa) y/o &cidos urénicos. Otros
azucares minoritarios como la a-L-ramnosa y a-L-fucosa también podrian estar presentes
en pequefias cantidades y los grupos hidroxilo de los azlcares pueden estar parcialmente
acetilados. La hemicelulosa forma puentes de hidrogeno con las microfibrillas de la
celulosa, incrementando la estabilidad de la matriz lignoceluldsica (Foyle et al., 2007).
Debido a que la hemicelulosa es una cadena corta de hetero-polisacaridos ramificados, es
mucho més facil de hidrolizar a sus azlucares constituyentes que la celulosa, tanto por su
estructura como por su composicion (Houghton, Weatherwas, & Ferrel, 2005). Las
hemicelulosas son relativamente sensibles a las condiciones de operacién y, por lo tanto,
variables como la temperatura y tiempo de residencia deben controlarse para evitar la
formacion de sub-productos no deseados tales como furfural e hidroximetilfurfural, los que

posteriormente podrian inhibir los procesos de fermentacién (Haghighi Mood et al., 2013).

La hemicelulosa es el segundo polisacarido mas abundante en la naturaleza después de
la celulosa. En general, representa del 20 al 35% de la biomasa lignoceluldsica (Saha,
2003). Las hemicelulosas usualmente se clasifican de acuerdo con los residuos de
azucares que principalmente conforman la columna vertebral de la estructura del polimero.
El xilano, es el polimero mas abundante en la hemicelulosa de cereales y maderas duras.
Esta compuesto por unidades de D-xilosa unidas por enlaces b-1,4 en la columna principal
gue pueden ser sustituidas por diferentes grupos, como D-galactosa, L-arabinosa, 4cido
glucurénico y residuos acetilos, ferdlicos y p-cumarilicos. Las otras dos mayores
hemicelulosas que se presentan en las paredes celulares vegetales corresponden a los
galacto(gluco)mananos, columnas vertebrales de D-manosa (mananosa) y D-glucosa
(glucomananos) unidas por enlaces b-1,4 con residuos de D-galactosa como cadenas
laterales, y xiloglucanos, columnas vertebrales de D-glucosa unidas por enlaces b-1,4
sustituidas por D-xilosa. Ademas, en el polimero de xiloglucanos, los residuos de L-
arabinosa y D-galactosa pueden unirse a los residuos de xilosa, y la L-glucosa puede
unirse a los residuos de galactosa. La diversidad de uniones de los grupos laterales a la
columna vertebral de los xiloglucanos le confiere a este polimero una alta complejidad
estructural y variabilidad. En la Figura 1-2, se observa una representacion esquematica de

los tres mayores tipos de hemicelulosas que pueden existir en la naturaleza.
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Figura 1-2. Representacion esquematica de las estructuras de los tres principales tipos
de hemicelulosas. A. Xilano, B. Xiloglucano, C. Galactomanano

Wagner Rodrigo de Souza (2013). Microbial Degradation of Lignocellulosic Biomass, Sustainable
Degradation of Lignocellulosic Biomass - Techniques, Applications and Commercialization, Dr.
Anuj Chandel (Ed.), ISBN: 978-953-51-1119-1, InTech, DOI: 10.5772/54325. Disponible
en: http://www.intechopen.com/books/sustainable-degradation-of-lignocellulosic-biomass-
technigues-applications-and-commercialization/microbial-degradation-of-lignocellulosic-biomass
© 2013 de Souza WR. Published in [short citation] under CC BY 3.0 license. Disponible
en: http://dx.doi.orq/10.5772/54325

Finalmente, la pared celular contiene proteinas estructurales y no-estructurales. Las
proteinas estructurales en la pared celular pueden clasificarse como glicoproteinas ricas
en hidroxiprolina (HRGPs), proteinas ricas en glicina (GRPs), proteinas ricas en prolina
(PRPs) y proteinas ricas en arabinogalactanos (AGPs). Los nombres de las diferentes
clases de proteinas reflejan la abundancia de ciertos aminoéacidos. En el caso de las AGPs

estan glicosiladas. Las proteinas no estructurales incluyen una gran variedad de enzimas


http://www.intechopen.com/books/sustainable-degradation-of-lignocellulosic-biomass-techniques-applications-and-commercialization/microbial-degradation-of-lignocellulosic-biomass
http://www.intechopen.com/books/sustainable-degradation-of-lignocellulosic-biomass-techniques-applications-and-commercialization/microbial-degradation-of-lignocellulosic-biomass
http://dx.doi.org/10.5772/54325
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gue participan en la biosintesis o reordenamiento de los polimeros de la pared celular, tales

como peroxidasas, hidrolasas y transferasas (Vermerris, 2008).

La cebada contiene entre 10 y 12% de proteinas (base seca) las cuales pueden ser
clasificadas por su extractibilidad secuencial. La fraccién de las hordeinas extraidas en un
medio con alcohol y en presencia de un agente reductor, es del 35 al 55% de las proteinas
del grano de cebada y estas a su vez son la principal proteina de almacenamiento de la
cebada. Las hordeinas de la cebada se dividen en cinco grupos basados en sus
movilidades electroforéticas y la composicion de sus aminoéacidos: las hordeinas By C (70-
80% y 10-20% de la fraccion de hordeinas, respectivamente) y las hordeinas D y g(menos
del 5% de la fraccién de hordeinas) (Celus, Brijs, & Delcour, 2006; Kotlar et al., 2013).

La principal funcion de las proteinas de almacenamiento en los granos de cereales es
actuar como reserva de nitrégeno. Durante la germinacion, estas proteinas son
movilizadas por enzimas hidroliticas y los péptidos y aminoacidos resultantes se utilizan
para el crecimiento de las plantulas en desarrollo. Las proteinas de almacenamiento en
los granos de cebada pertenecen a dos clases segun su grado de solubilidad: globulinas
(una fraccion soluble en soluciones de sal diluida) y prolaminas (una fraccion soluble en
alcoholes acuosos). Estas fracciones se obtienen usando un procedimiento de extraccion
secuencial establecido por Osbhorne (Osborne 1895; citado en Holopainen-Mantila, 2015).
Debido a las sales presentes en el grano de cebada maduro, las albiminas solubles en
agua no se contabilizan como proteinas de almacenamiento ya que se extraen como

globulinas (Holopainen-Mantila, 2015).

Las globulinas representan del 10 al 20% del contenido total de las proteinas de los granos
de cebada. No todas las globulinas sirven como proteinas de almacenamiento, ya que
algunas tienen funciones metabdlicas y protectoras. La b- amilasa es una excepcion, ya
gue actia almacenando nitrégeno durante el desarrollo del grano y se emplea
posteriormente como enzima para hidrolizar el almidon durante la germinacion. Las
globulinas que juegan un papel de proteinas de almacenamiento se localizan
principalmente en las células del aleurona, pero también en el embrién (Holopainen-
Mantila, 2015).
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Las prolaminas presentes en los granos de cebada se llaman hordeinas, y se localizan
solo en las células del endospermo amilaceo (Yupsanis, Burguess, Jackson, & Shewry,
1990; Holopainen-Mantila, 2015). Las hordeinas se diferencian clasicamente por su
movilidad en electroforesis en gel de dodecilsulfato de sodio y poliacrilamida (SDS-PAGE).
Las hordeinas D tienen el mayor peso molecular (105 kDa) seguido de las C (55-75 kDa),
B y g(32-46) kDa, y hordeinas de bajo peso molecular (LMW) o similares a avenina (22 y
16,5 kDa). La composicidn polipeptidica de cada grupo de hordeina varia con el cultivo
(Holopainen-Mantila, 2015). Los altos contenidos de glutamina y prolina son caracteristicos
de los hordeinas (Tabla 1-2).

Tabla 1-2. Composicion de los aminoacidos de las hordeinas totales y su fraccion en
porcentaje mol. Los datos se basan en secuencias de longitud completa, a excepcion de

las hordeinas LMW (Holopainen-Mantila, 2015)

Amino &cido B1| C | D | g |LMW

Alanina (A) 25107132121 7,2
Arginina (R) 26 11016 |14 2,5
Asparagina (N) 0710|109 |17 2,2
Acido aspartico (D) | 0,0 | 0,0 | 0,6 | 0,7 2,2
Cisteina (C) 2900|1535 7,1

Glutamina (Q) 30,3|37,2|25,8|28,0| 26,2

Acido glutamico (E)| 1,8 | 1,4 | 2,2 | 2,1 | 26,2
Glicina (G) 29103 |15,7| 3.1 6,0
Histidina (H) 141103114 0,2

Isoleucina (1) 44 1 34|07 | 3,8 3,3

Leucina (L) 8041|4170 4,0

Lisina (K) 0700112 ]| 1,7 0,1
Metionina (M) 1,1/03|04 | 2,1 3,6
Fenilalanina (F) 47 179|113 | 5,6 2,1
Prolina (P) 19,3/30,0/10,5|16,8| 7,0
Serina (S) 47 |1 41 |105| 56 | 12,2

Treonina (T) 22 114|731 3,1 9,6

Triptofano (W) 0714112 |07 -
Tirosina (Y) 2531|4221 2,3

Valina (V) 6,214 1|41 | 7,3 4.4

7 LMW subunidad de 16,5 kDa
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Las hordeinas también son pobres en lisina, lo que reduce su valor nutricional. Cada grupo
de hordeina tiene una composicion de aminoacidos caracteristica, que esta fuertemente
influenciada por las secuencias repetitivas de aminoacidos los cuales cubren entre 30-
100% de estos polipéptidos. Tipicamente, la hordeina C contiene mas fenil-alanina que las
otras hordeinas. Las hordeinas D y LMW contienen menos prolina en comparaciéon con
otros grupos de hordeinas. Como compensacién, estas hordeinas son ricas en glicina,

serina y treonina (Holopainen-Mantila, 2015).

Los heteroxilanos, los cuales pueden estar altamente reticulados por puentes diferulicos,
constituyen una red en la cual las microfibrillas de la celulosa pueden estar embebidas.
Las proteinas estructurales presentes en la pared celular podrian estar unidas
reticuladamente por puentes de isoditirosina y con heteroxilanos ferulosilados, formando
asi una red insoluble (Saha, 2003). En los heteroxilanos suaves, los residuos de

arabinofuranosilos se esterifican con los acidos p-cumaricos y feralicos (Figura 1-3).
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Figura 1-3. Modelo de la pared celular de fibras de maiz

Reproducido de Journal of Industrial Microbiology and Biotechnology, volumen No. 30(5), autores:
Badal C. Saha, Hemicellulose bioconversion, pagina 280, Copyright 2015, con permiso de
Springer [3699010041491]
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1.3 Enzimas involucradas en la hidrdlisis de la
hemicelulosa (tipo arabinoxilano)

El principal tipo de hemicelulosa presente en los cereales es el xilano, aunque puede
contener pequefias cantidades de glucomananos. En la cascarilla de cebada se ha
reportado la composicion de la hemicelulosa (Garrote, Dominguez, & Paraj6, 1999;
Carvalheiro, Duarte, Medeiros, & Girio, 2004; Girio et al., 2012) que se muestra la Tabla
1-3.

Tabla 1-3. Composicién de la hemicelulosa de la cascarilla de cebada

Componente |g/100 g de material seco

Xilosa 15-23,4

Arabinosa 8-10,2
Manosa 0
Galactosa 1
Ramnosa 0
Acidos urénicos 2

Grupos acetilo 0,8-1,1

La hidrélisis completa de los arabinoxilanos requieren tanto de la despolimerizacién como
de las actividades enziméticas laterales que actian sinérgicamente en la estructura
hemiceluldsica hasta alcanzar un grado de hidrdlisis tal que libere los azlicares simples:
arabinosa y xilosa. En el estudio realizado por Xiros, Katapodis, & Christakopoulos (2011),
se reportod la accion sinérgica entre las endo-1,4-b-xilanasas (EC 3.2.1.8), b-xilosidasas
(EC 3.2.1.37) y a-L-arabinofuranosidasas (EC 3.2.1.55). La hidrdlisis enzimética de la
hemicelulosa es un método promisorio para romper los enlaces de la hemicelulosa y asi
obtener azlcares fermentables sin incrementar la concentracién de ningdn compuesto
inhibitorio en el hidrolizado. El esquema de reaccién coordinado entre las enzimas tipo

xilanasas se muestra en la Figura 1-4.
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Figura 1-4. Representacion esquematica de la accién coordinada de hemicelulasas
sobre los enlaces de la hemicelulosa hasta compuestos monoméricos.

Reproducido de Food Research International, autores: Ana Flavia Azevedo Carvalho, Pedro de
Oliva Neto, Douglas Fernandes da Silva, Glaucia Maria Pastore, Xylo-oligosaccharides from
lignocellulosic materials: Chemical structure, health benefits and production by chemical and

enzymatic hydrolysis, pagina 75-85, Copyright 2018, con permiso de Elsevier [4338360634974]

Por lo tanto, la producciéon de azucares a partir de la fraccibn hemicelulésica de un
hidrolizado proveniente de cascarilla de cebada, puede describirse generalmente mediante

la siguiente secuencia de reacciones:

(1) Arabinoxilanos pxilo-oligosacaridos no sustituidos o ramificados (xilanasas)
(2) Xilo-oliogasacaridos Ipxilobiosa, xilosa (xilanasas)
(3) Arabinoxilano o arabino-xilo-oligosacéaridos Nharabinosa (arabinofuranosidasas)

(4) Xilobiosa o pequefios xilo-oligosacaridos xilosa (xilosidasas)

La biodegradacion total del xilano requiere no solo de enzimas tipo endo-b-1,4-xilanasas,
b-xi |l osidasas sino tambi®n de muchas cemomia-mas denomi
L-arabinofuranosidasa, a-glucuronidasa, acetilxilano estearasa, acido ferulico estearasa y
acido p-cumarico estearasa, las cuales son necesarias para hidrolizar los diferentes
sustitutos del xilano (Saha, 2003). En la Tabla 1-4 se resumen las mdultiples enzimas

involucradas en la degradacion del xilano y sus modos de accion.
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Tabla 1-4. Enzimas involucradas en la hidrolisis del complejo heteroarabinoxilano

Enzima Modo de accidn
Hidroliza principalmente los enlaces interiores b-1-4-
xilosa de la columna vertebral de xilanos

Exo-xilanasa Hidroliza los enlaces b-1-4-xilosa liberando xilobiosa

Libera xilosa de la xilobiosa y xilo-oligosacéridos de
cadena corta
Hidroliza los enlaces a-arabinofuranosos terminales no-
reductores de los arabinoxilanos

Endo-xilanasa

b-xilosidasa

a-arabinofuranosidasa

a-glucuronidasa Libera el &cido glucuronico de los glucuronoxilanos
Acetilxilano estearasa Hidroliza los enlaces acetil ésteres en xilanos
acetilados

Acido ferulico
estearasa
Acido p-cumérico
estearasa

Hidroliza los enlaces ésteres fertlicos en xilanos

Hidroliza los enlaces p-cumaril ésteres en xilanos

Reproducido de Journal of Industrial Microbiology and Biotechnology, autores: Badal C. Saha,
Hemicellulose bioconversion, pagina 282, Copyright 2015, con permiso de Springer
[3704960685676]

Muchos microorganismos, tales como Penicillium capsulatum y Talaromyces emersonii,
tienen el sistema enzimatico completo de degradacion del xilano. De otro lado, muchas
enzimas accesorio solamente remueven las cadenas laterales de los xilo-oligosacéaridos.
Estas enzimas requieren una hidrélisis parcial del xilano antes de que estas cadenas
puedan romperse. Aungue la estructura del xilano es mas compleja que la de la celulosa 'y
requiere muchas enzimas diferentes con diversos grados de especificidad para una
hidrolisis completa, este tipo de polisacaridos no forman estructuras cristalinas compactas
como la celulosa y de esta manera son mas accesibles a la hidrolisis enzimatica (Gilbert &
Hazlewood, 1993).

Sin embargo, por ahora, toda la evidencia sugiere que para procesos en los que desea
lograrse una degradacion enzimatica intensiva de los arabinoxilanos, es necesario que

todas las enzimas actuen sinérgicamente (Lagaert, Pollet, Courtin, & Volckaert, 2014).

1 Despolimerizacion de glucuronoxilanos extraidos en &lcali por
xilanasas

Para sacarificar un glucuronoxilano promedio de maderas duras extraido con alcali, se

puede lograr la despolimerizacion por medio de tres tipos de endo-b-1,4-xilanasas que se
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han clasificado en hidrolasas glucosidicas (GH) de las familias 10, 11 y 30 (Figura 1-5). El
modo de accién de las enzimas GH difiere principalmente en la forma en que estas aceptan
y reconocen los residuos de MeGIcA en el proceso de formacién de los complejos
productivos enzima-sustrato. Con excepcion del extremo reductor, las xilanasas GH10
requieren dos unidades consecutivas de residuos Xylp no sustituidos para atacar la cadena
principal del xilano, y a su vez son capaces de romper el enlace glucosidico Xylp sustituido
con el residuo MeGIcA. Mientras que las xilanasas GH11 requieren tres residuos Xylp no
sustituidos en fila y un enlace antes del Xylp sustituido con MeGIcA, para atacar la cadena
principal de xilano. De otra parte, los xilo-oligosacaridos neutros lineales, principalmente
Xylz y Xyls, tienen que ser hidrolizados a sus monémeros por accion de la b-xilosidasa, el
segundo tipo de enzima que ataca el enlace b-1,4-xilosidico. Esta enzima libera xilosa del
extremo no reductor de los xilo-oligosacéridos y puede acortar el acido aldopentauronico
MeGIcA3Xyl, al &cido aldotetraurénico MeGIcA3Xyls (Biely, Singh, & Puchart, 2016).
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Figura 1-5. Esquema de la hidrélisis enzimatica de glucuronoxilanos extraidos
alcalinamente, por xilanasas GH de la familia 10 y 11. Las enzimas generan fragmentos
neutros y acidos. Solamente se muestran los oligosacéridos acidos, acidos aldourénicos
y su hidrélisis a monosacaridos por la accion de la b-xilosidasa y a-glucuronidasas de la

familia GH67 y GH115.

Reproducido de Biotechnology Advances, autores: Peter Biely, Suren Singh, Vladimir Puchart,
Towards enzymatic breakdown of complex plant xylan structures: State of the art, pagina 1260-
1274, Copyright 2018, con permiso de Elsevier [4338360306664]
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El tercer tipo de enzimas que intervienen en la degradaciébn se conocen como a-
glucuronidasas. La a-glucuronidasa de la familia GH67 puede liberar MeGIcA del
oligosacérido que lleva el acido urénico en el extremo no reductor del residuo de Xylp,
mientras que la a-glucuronidasa de la familia GH115 libera el MeGIcA de los residuos

internos de Xylp en los oligo y polisacéaridos (Biely et al., 2016).

Por otra parte, de acuerdo con la especificidad posicional y los requerimientos de los
grupos hidroxilos libres vecinos sobre el residuo de Xylp, las a-L-arabinofuranosidasas

pueden dividirse en dos grupos (Figura 1-6).
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Figura 1-6. Esquema de la hidrélisis enzimatica de glucuronoxilanos extraidos
alcalinamente por xilanasas GH de la familia 10 y 11. Solo se muestran fragmentos
arabinosilados. Su hidrélisis a monosacéridos requiere de la accion de dos tipos de a-L-
arabinofuranosidasas y b-xilosidasas. Las a-L-arabinofuranosidasas son tipicamente
activas en la posicién 2 o 3 de los residuos de Xylp monoarabinosilados (enzimas tipo
m2,3 de las familias GH43, GH51, GH54 y GH62) o sobre residuos Xylp doblemente
sustituidos (enzimas tipo d2,3, algunos miembros de la famlia GH43 y un miembro de la
familia GH51), las cuales a su vez liberan solamente la Araf de la posicién 3.

Reproducido de Biotechnology Advances, autores: Peter Biely, Suren Singh, Vladimir Puchart,
Towards enzymatic breakdown of complex plant xylan structures: State of the art, pagina 1260-
1274, Copyright 2018, con permiso de Elsevier [4338360306664]
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El mayor grupo estd formado por las enzimas activas sobre los residuos de Xylp
monosustituidos por Araf tanto en la posicién 2 como 3. Ellas estan definidas como m2,3
a-L-arabinofuranosidasas y pueden ser de las familias GH 43, 51, 54 y 62, el menor grupo
incluye enzimas denominadas como d3 a-L-arabinofuranosidasas, las cuales son
especificas para residuos de Xylp doblemente arabinosilados, del cual ellas liberan
selectivamente solo la Araf unida a la posicién a-1,3, dejando la Araf del enlace a-1,2 unida
a la cadena principal. Estas enzimas estdn ejemplificadas por la familia de a-L-

arabinofuranosidasas GH43 de Bifidobacterium adolescentis y Humicola insolens.

1.4 Proceso de fabricaciobn de productos de valor
agregado a partir de biomasa lignocelulésica

El proceso de fraccionamiento de la biomasa lignocelulésica hasta productos de valor
agregado incluye, de manera general, tres etapas bésicas: pre-tratamiento, hidroélisis y
fermentacion. El pre-tratamiento tiene como objetivo reducir la cristalinidad de la celulosa
y disociar el complejo celulosa-lignina, aumentando a su vez el area superficial del material.
Para que este pre-tratamiento sea eficaz debe reunir ciertas caracteristicas como un bajo
consumo de energia, uso de reactivos de bajo precio y minima generacion de inhibidores
de fermentacion, entre otras. Las opciones de pre-tratamiento son muchas y variadas.

Los pre-tratamientos, pueden clasificarse en cuatro grandes grupos: fisicos, quimicos,
fisicoquimicos y biolégicos (Haghighi Mood et al., 2013) e incluso las multiples opciones
de combinacién entre ellos. Los pre-tratamientos fisicos incluyen molienda, extrusion, uso
de microondas o congelamiento; los quimicos incluyen el uso de acidos, alcalis, liquidos
ibnicos, organosolventes u ozondlisis; y entre los fisico-quimicos se encuentran explosion
convapor,explosi - n de fibra con amoni e agiaAcalEnteou,

oxidacién humeda (Haghighi Mood et al., 2013).

Si el material lignoceluldsico presenta altos contenidos de proteina, pueden incluirse
etapas previas o simultdneas de extracciéon de la proteina. En la Figura 1-7 se presenta un
esquema que ilustra las diferentes técnicas de extraccion y fraccionamiento de las
proteinas y los péptidos. Las principales técnicas de extraccion y fraccionamiento de
proteinas corresponden a los métodos de disrupcién celular, como la homogenizacion

mecanica, ultrasonicaciéon, de presién, tratamientos con temperatura y lisis osmética o

expl osi
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guimica. La solubilizacion/precipitacién de las proteinas puede lograrse a través de

solventes organicos, soluciones acuosas, extraccion enzimatica acuosa y agua subcritica.

La extraccion con enzimas en un medio acuoso se define como una técnica
ambientalmente amigable, segura y una alternativa relativamente econémica que, de
manera simultanea, permite la extraccion tanto de aceites como de proteinas. Sin
embargo, aunque el proceso de extraccibn enzimético no produce téxicos, presenta
algunas desventajas, tales como tiempos largos de reaccion y alto costo de las enzimas
gue hacen esta estrategia antieconémica. El uso de enzimas inmovilizadas en la extraccion
de proteinas podria reducir el costo total, permitiendo la re-utilizacién de las enzimas

(Martinez-Maqueda, Hernandéz-Ledesma, Amigo, Miralles, & Gomez-Rueda, 2013).
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Figura 1-7. Esquema que ilustra las técnicas de extraccion y fraccionamiento integradas
para proteinas y péptidos empleados en protedmica en alimentos

Reproducido de Springer eBook, autores: Daniel Martinez-Maqueda, Blanca Hernandez-Ledesma,
Lourdes Amigo et al, Extraction/Fractionation Techniques for Proteins and Peptides and Protein
Digestion, pagina 22, Copyright 2018, con permiso de Springer Nature [4338361289046]

Después de que se logra disociar el complejo lignocelulolitico y se han extraido las
proteinas debe realizarse una etapa de hidrélisis para fraccionar los polisacéaridos de la

hemicelulosa y celulosa, y asi obtener azlcares. Existen dos tecnologias de acuerdo con
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el tipo de catalizador empleado: hidrélisis acida e hidrélisis enzimatica. La primera es una
opcion viable por el bajo costo de los acidos, pero presenta desventajas ambientales y
energéticas, por las altas temperaturas necesarias (160-230°C) (Kumar, Barrett, Delwiche,
& Stroeve, 2009) y la generacion de inhibidores que afectan la posterior etapa de
fermentacion, haciendo necesario incluir una etapa de detoxificacién en el proceso. La
segunda puede lograrse con la adicibn de enzimas. Por ejemplo, la celulosa puede
hidrolizarse con celulasas obtenidas a partir de hongos o bacterias y la hemicelulosa puede
hidrolizarse a azicares monoméricos por la accion de diferentes enzimas. El costo de las
enzimas empleadas y el tiempo son los parametros mas relevantes en esta opcion de

proceso.

Finalmente, la fermentacion es el area fundamental y mas madura de la biotecnologia para
la transformacion biolégica. Durante siglos, la fermentacién se utilizé para conservar y
procesar alimentos y bebidas. Solo en las ultimas décadas debido a los avances en
biotecnologia, la fermentacion se ha utilizado para llevar al mercado una gran variedad de
productos, incluidos los productos quimicos plataforma, combustibles renovables,
biopolimeros, antibiéticos, aminoacidos, &acidos organicos y productos farmacéuticos
usando una variedad de materias primas agroindustriales. Algunos productos quimicos
comerciales a granel, como el etanol, acido lactico, acido citrico, acetona y butanol, se
producen via procesos de fermentacion a través de levaduras, hongos y bacterias (Kaur et
al., 2014).

1.4.1 Desarrollos y avances en pre-tratamientos sobre la cascarilla
de cebada, énfasis pre-tratamiento alcalino y explosién con
vapor

 Pre-tratamiento alcalino

El pre-tratamiento alcalino ha sido un pre-tratamiento evaluado a lo largo de los afios sobre
diferentes biomasas lignoceluldsicas. Dentro de los reactivos alcalinos que se emplean
frecuentemente se destacan los hidréxidos de sodio, potasio, calcio, amonio, bario vy litio.
El pre-tratamiento con NaOH es el método mas comun en la conversion de los materiales
lignocelulésicos, seguido por el uso de cal. La razén principal son sus ventajas en cuanto

a costo y seguridad, asi como a su posible recuperacion después del pre-tratamiento como
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sales. Por ejemplo, una de las formas de recuperacion mas faciles incluye la reacciéon del

NaOH con diéxido de carbono hasta carbonato de sodio insoluble (Xu & Sun, 2016).

La eficiencia de la hidrélisis alcalina depende del tipo de sustrato evaluado y de las
condiciones del pre-tratamiento, aungue es mas efectivo para aquellas biomasas que
presentan un contenido de lignina bajo como los residuos agroindustriales (Xu & Sun,
2016). EI NaOH incrementa el area superficial de la celulosa, reduciendo el grado de
polimerizacién y la cristalinidad, alterando a su vez la estructura de la lignina. Por otro lado
logra la solubilizacién de la fraccion de hemicelulosa y la extraccion de las proteinas
presentes (Sari, Mulder, Sanders, & Bruins, 2015), lo cual genera dos corrientes de
proceso: una | 2 gui Water pmsolubte &olids pdr sudimiciai@s/éh iBgies).(
De la primera corriente puede recuperarse la fraccion de la hemicelulosa solubilizada
(después de una precipitacion selectiva) (Mandalari et al., 2005; Vieira et al., 2014) e
inclusive la lignina degradada (como compuestos fendlicos principalmente) (Kaur et al.,
2014), mientras que de los WIS podria recuperarse, principalmente la celulosa. Este
fraccionamiento de la biomasa pre-tratada alcalinamente supone una estrategia dentro del
concepto de disefio de procesos, especificamente en la aplicacién de una biorrefineria, la
cual a su vez podria convertirse en una alternativa prometedora a explorar desde el punto

de vista econémico.

Durante el pre-tratamiento alcalino las primeras reacciones que ocurren corresponden a la
solvatacién y saponificacion, las cuales conducen a un estado de hinchamiento de la
biomasa, haciéndola mas accesible, posteriormente, a las enzimas y microorganismos. A
concentracionesf uertes de 8l cali, ocurre una dis
finales, donde puede ocurrir la hidrélisis alcalina, degradacion y descomposicion de los
polisacéridos disueltos. La hidrdlisis alcalina implica la saponificacién de los enlaces
ésteres intramoleculares reticulados con el xilano de la hemicelulosa y otros componentes,
incrementandose la porosidad de la biomasa lignocelulésica con la desintegracion de la
reticulacion (Ortiz & Quintero, 2014).

La liberacion de la lignina de la pared celular esta principalmente relacionada con las
reacciones de hidrdlisis. El alcali remueve los grupos acetilo y también es efectivo en
remover las sustituciones urdnicas de la hemicelulosa, de este modo reduce el
impedimento estérico de las enzimas hidroliticas y mejora la digestibilidad de los

carbohidratos. Por otra parte, los tratamientos alcalinos mejoran el caracter poli-idnico de

ol

uci
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la lignocelulosa pre-tratada, lo que esta relacionado con la difusién de los iones basicos
dentro de la biomasa. Estos iones permanecen dentro del material y actian como una
contra carga de los iones carboxilatos. Este caracter poli-ionico del material pre-tratado es

el que promueve el hinchamiento (Xu & Sun, 2016).

Usualmente, el pre-tratamiento alcalino es llevado a cabo a bajas temperaturas y
presiones, y puede completarse inclusive a condiciones atmosféricas. Normalmente
genera menos degradacion de los azlcares en comparacion con los tratamientos 4cidos.
El principal inconveniente del proceso es el tiempo; este puede tomar horas o incluso dias
para completar la reaccion. La temperatura también es un factor importante que influye en
el desarrollo del pre-tratamiento alcalino. Por ejemplo, el tiempo de reaccién podria
reducirse a través del incremento de la temperatura. El pre-tratamiento alcalino puede
llevarse a cabo a temperatura ambiente durante unos pocos segundos o inclusive hasta
varios dias (Xu & Sun, 2016).

El pre-tratamiento alcalino puede ser clasificado en condiciones de proceso severas y
moderadas. En las condiciones severas, la concentracion del NaOH es baja (0,5-4%), pero
se usan altas presiones y temperaturas, y usualmente el reciclaje del NaOH no es posible.
Este mecanismo esta principalmente adscrito a la destruccion reactiva y solubilizacién de
la hemicelulosa y la lignina. Sin embargo, a condiciones moderadas, se aplican altas
concentraciones de NaOH (6-20%) a temperaturas bajas y presiones ambiente (por
ejemplo, 0°C). La disolucién de la hemicelulosa a estas condiciones es el principal
fendmeno. La disolucion necesita una alta concentracion del NaOH (al menos 6 a 8%,
dependiendo de la temperatura). ElI proceso que emplea altas concentraciones de
hidréxido de sodio no remueve mucha lignina, pero la solucién de NaOH puede reusarse,
aunque este pre-tratamiento resulta no ser muy efectivo sobre maderas blandas. (Xu &
Sun, 2016).

Dentro de los pre-tratamientos evaluados hasta el momento para degradar la estructura
lignocelulésica de la cascarilla de cebada, se destacan en primera instancia los
tratamientos quimicos. Mussatto et al. (2008), emplearon un proceso de pre-tratamiento
en dos etapas: primero usaron 4cido sulfdrico diluido y posteriormente una solucion de
hidroxido de sodio para separar las fracciones de hemicelulosa y lignina, dejando

disponible la celulosa, la cual posteriormente hidrolizaron con enzimas comerciales. Dichos
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autores reportan que las mejores condiciones de hidrdlisis fueron 100 rpm, 45 FPU/g y 2%
p/v de carga de sustrato, con lo cual obtuvieron un rendimiento de 93,1% de glucosa. En
el mismo afio Xiros, Topakas, Katapodis, & Christakopoulos (2008) evaluaron la
deslignificacion sobre cascarilla de cebada a través del pre-tratamiento quimico con una
solucién de hidréxido de sodio en relacion 8:1 liquido a sélido a diferentes concentraciones
(221°C por 30 min). Concluyeron que la hidrélisis enzimética del material pre-tratado con

el alcali se incrementd en 50% comparado con el material sin pre-tratamiento.

Recientemente, Marcolongo et al. (2014), reportaron la efectividad para mejorar la hidrolisis
enzimatica de tres tipos de biomasas tales como Arundo donax, tuzas de maiz y cascarilla
de cebada, a través del suplemento de enzimas secundarias como por ejemplo, las
arabinofuranosidasas producidas a partir del hongo Pleurotus ostreatus y de la misma
enzima recombinante expresada en Pichia pastoris. Todos los residuos se pre-trataron
guimicamente en una solucidon alcalina de amoniaco y A. donax se le realizé
adicionalmente la combinacion con el pre-tratamiento de explosion con vapor. Los pre-
tratamientos lograron reducir el contenido original de lignina en las tres biomasas
estudiadas y la adicion de estas enzimas accesorio tipo hemicelulasas recombinantes logré

incrementar la recuperacion de xilosa hasta un porcentaje de 56,4%.

Wilkinson, Smart, & Cook (2014), optimizaron el pre-tratamiento alcalino para evaluar el
potencial de la produccién de bioetanol a partir de la cascarilla de cebada, empleando dos
tipos de quimicos, el primero fue peréxido alcalino (5% H»O,/NaOH a pH 11) en una
relacion de 25% p/v de carga de sdlidos, por 5 h a 100°C. Alcanzaron hasta 87% del
rendimiento tedrico de glucosa (basados en la composicién del residuo pre-tratado),
mientras que con NaOH al 5%, bajo la misma carga de sélidos por 12 h a 50°C, liberaron
el 92% de la glucosa teérica. Posteriormente fermentaron los mejores hidrolizados con S.
cerevisiae y obtuvieron el 81% y 43% de rendimiento tedrico de etanol con el pre-
tratamiento de NaOH y peréxido alcalino, respectivamente.

1 Pre-tratamiento de explosidn con vapor

El pre-tratamiento de explosién con vapor (SE) se basa en una combinacion de efectos
térmicos, quimicos y mecanicos que actlan sobre la biomasa, solubilizan los azlcares

hemicelulésicos, alteran la cristalinidad de la celulosa y rompen las fibras de lignina
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induciendo transformaciones en su estructura. EI SE considera un pre-tratamiento
hidrotérmico en el cual la biomasa se somete a un calentamiento rapido por accién de
vapor saturado a alta presion que se introduce en un reactor a temperaturas que se
encuentran tipicamente entre los 160 y 260°C (0,69-4,83 MPa), las cuales se mantienen
por un periodo corto, que puede variar desde segundos hasta varios minutos (Sun &
Cheng, 2002).

El uso del vapor permite un rapido calentamiento de la biomasa, sin diluir excesivamente
los azlcares producidos durante el proceso (Mosier et al., 2005). A estas presiones altas,
el vapor se condensa y permea la biomasa, iniciando una reaccion de auto hidrélisis debido
a los acidos organicos generados por los grupos acetilo presentes en la hemicelulosa
(Duque, Manzanares, Ballesteros, & Ballesteros, 2016). Esto resulta en el rompimiento de
los enlaces glucosidicos y la subsecuente solubilizacién de la hemicelulosa. Ademas,
cuando la presion es subitamente liberada, la humedad condensada dentro de las fibras
se evapora nuevamente, causando la disrupciébn mecanica de la matriz lignocelulésica
(Carvalheiro, Duarte, & Girio, 2008). Otra consecuencia es la reduccion del tamafio de

particula de la biomasa debido a la descompresion instantanea (Duque et al., 2016).

Después del pre-tratamiento, el agua condensada y los sdlidos insolubles se recuperan en
la forma de un material pre-tratado llamado slurry®, que esta compuesto de una fase liquida
y una sélida. La fraccioén liquida, o pre-hidrolizado, contiene todos los azlcares solubles,
principalmente azlUcares hemicelulésicos y casi todos los productos de degradacion
generados durante el pre-tratamiento. En la fraccion de los solidos insolubles (WIS), se

recuperan cantidades remanentes de celulosa, hemicelulosa y lignina (Duque et al., 2016).

Ademas de la extraccion de la fraccion de hemicelulosa que podria obtenerse en el liquido
de pre-tratamiento, la tecnologia del SE presenta ventajas en comparacién con otras
tecnologias. Entre ellas estan un menor consumo de energia que en los pre-tratamientos
mecénicos, y la reduccion de los costos ambientales cominmente asociados con los pre-
tratamientos quimicos. Ademas, el SE conduce a una alta recuperacion de los azlcares,

produciendo sustratos pre-tratados con buena digestibilidad enzimatica, caracteristicas

8 Slurry: lechada o lodo
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gue han demostrado su viabilidad a escala industrial (Alvira, Tomas-Pej6, Ballesteros, &
Negro, 2010).

En el SE catalizado por un acido, la biomasa lignocelulésica es impregnada con el
catalizador escogido (tipicamente con una cantidad entre 0,3% y 3% p/p) antes de la
introduccion en el reactor. El uso de un catalizador acido presenta muchas ventajas tales
como el mejoramiento en la tasa de hidrélisis, promoviendo la completa remocion de la
hemicelulosa, y permitiendo la operacion a bajas temperaturas de pre-tratamiento y

tiempos de residencia (Duque et al., 2016).

Carvalheiro, Esteves, Parajd, Pereira, & Girio (2004), evaluaron la producciéon de xilo-
oligosacaridos (XOS) por hidrélisis de la cascarilla de cebada usando agua a diferentes
temperaturas y tiempos de reaccion. El méximo rendimiento de XOS fue del 61% de la
materia prima (xilanos), cuando la reaccién se llevo a cabo a 190°C después de 5 minutos
de reaccién. Estos autores concluyeron que tiempos largos de reaccion disminuyen la
produccién de los oligosacéaridos y aumentan la concentracion de monosacaridos, acido
acético y productos de descomposicion de los azlcares. La solubilizacién de los xilanos

iniciales en el tratamiento de autohidrdlisis correspondié a 63-77%.

Hasta la fecha, son pocas las investigaciones que se han realizado sobre la cascarilla de
cebada empleando el pre-tratamiento del SE. Uno de estos referentes tedricos es el reporte
de Kemppainen, Rommi, Holopainen, & Kruus, (2016), quienes estudiaron a través de
siete ensayos el efecto de diferentes parametros del SE sobre la solubilizacion de los
carbohidratos y la proteina de la cascarilla de cebada, asi como la composicion y

digestibilidad enzimatica de los solidos remantes.

1.4.2 Extraccion de la fraccion de proteina presente en la
cascarilla de cebada

El contenido de proteinas en la cascarilla de cebada, representa un alto potencial para la
produccién de hidrolizados de proteinas con caracteristicas tecno-funcionales vy
propiedades biolégicas, tales como ser inhibidores de la ACE (enzima convertidora de
angiotensina o angiotensin converting enzyme, por sus iniciales en inglés) y presentar

actividades antioxidantes y antiinflamatorias (Vieira, da Silva, Carmo, & Ferreira, 2017).
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Para incrementar la aplicacién potencial de las proteinas insolubles, estas pueden
hidrolizarse (Kotlar et al., 2013). La hidrdlisis de las proteinas se ha aplicado para mejorar
los valores funcionales, organolépticos y nutricionales de los productos alimenticios. Los
hidrolizados de proteinas funcionales pueden ser usados en sistemas alimenticios como
aditivos, potenciadores de la textura de los alimentos o como ingrediente en formulaciones
farmacéuticas. Algunas de estas propiedades son la union de agua/aceite, emulsificacion,
formacion de espuma, viscosidad y gelacién, asi como las propiedades antimicrobianas.
Los hidrolizados de proteina se han usado ampliamente como suplementos nutricionales,
ingredientes funcionales y potenciadores de sabor en alimentos, café, blanqueadores,
cosmeéticos, productos de cuidado personal y confiteria, y en la fortificacion de productos
alimenticios. El proceso de hidrélisis genera pequefios péptidos con caracteristicas

nutricionales mejoradas comparadas con la proteina original (Kotlar et al., 2013).

Vieira et al. (2014), usaron un proceso integrado totalmente reciclable para la extracciéon
de proteinas y arabinoxilanos a partir de la valorizacion de la cascarilla de cebada.
Implementaron una extraccion de tres pasos donde incrementaron secuencialmente la
concentracion de alcalis como NaOH y KOH desde 0,1 M, 0,5 M hasta 4 M, en una relacion
de 1:2 p/v de cascarilla por volumen de solucion alcalina a temperatura ambiente por 24
horas. Al finalizar el proceso los extractos alcalinos se acidificaron hasta pH 3 con &cido
citrico para obtener una fraccion rica en proteinas. Los arabinoxilanos se recuperaron por
precipitacion con etanol y tanto el acido citrico como el etanol se reutilizaron. Esta
integracion permitié extraer las proteinas totales de la cascarilla con un rendimiento del 82-
85% y un 66-73% de los arabinoxilanos, con la formacion adicional de un residuo rico en
celulosa, casi desprovisto de nitrégeno. Laine et al., (2015) también reportaron una
recuperacion cercana al 80% de los arabinoxilanos en el extracto alcalino que se obtuvo a
partir de la cascarilla de cebada analizada, aunque la selectividad de la extraccion fue

pobre para las proteinas, lipidos y lignina.

Recientemente, Rommi, Niemi, Kemppainen, & Kruus, (2018) investigaron el efecto que
tenia el pre-tratamiento de explosién con vapor sobre la hidrélisis enzimatica alcalina de
las proteinas de la cascarilla de cebada, comparando tres tratamientos: hidrélisis

enzimatica por una proteasa, extraccion alcalina y precipitacion acida sobre la cascarilla
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de cebada pre-tratada por el SE y sin pre-tratar. Sus resultados arrojaron que la proteina
y la lignina se fraccionaron parcialmente tanto por la extraccién alcalina como por la
precipitacién acida, el pre-tratamiento de SE y la hidrélisis de los polisacaridos de las
paredes celulares incrementaron sustancialmente la solubilizacién de la lignina y su
recuperacion por precipitacion acida. Mientras tanto, para la extraccion efectiva de las
proteinas se requirid el uso de una proteasa, lo que aumentd la solubilizacion de las
proteinas del 15% a casi el 100% de la cascarilla no tratada. La explosion con vapor redujo
la solubilizacion de la proteina enzimatica, pero mejoro la recuperacion del extracto en la
etapa de centrifugacion, presumiblemente debido a la menor capacidad de unién de agua
de la cascarilla de cebada sometida al SE en comparacién con la cascarilla de cebada no
tratada. La lignina y la proteina mostraron una co-extraccidon clara y solo pudieron
separarse parcialmente por precipitacién acida, lo que sugiere solubilidades similares e

interacciones fuertes entre estos componentes.

1.5 Inhibidores de fermentaciéon y métodos de detoxificacion

Cada método de pre-tratamiento y cada biomasa puede generar hidrolizados que
contienen diferentes conjuntos de componentes toxicos. En general, pueden encontrarse
tres clases de este tipo de compuestos: derivados de los furanos, acidos alifaticos y
compuestos fendlicos, como se observa en la Figura 1-8. Sumados a estos tres
componentes mayoritarios, un amplio nimero de 4cidos arométicos, aldehidos y cetonas

también pueden producirse en varios grados (Klinke, Thomsen, & Ahring, 2004).

Por ejemplo, durante la hidrélisis acida de los materiales lignocelulésicos, los acidos
alifaticos (acético, formico y levulinico), derivados del furano y compuestos fendlicos se
forman paralelamente a los azucares liberados. El furfural y el 5-hidroximetil furfural (HMF)
son los furanos mas importantes, los cuales se producen por la descomposicion de las
pentosas y hexosas, respectivamente. Se ha reportado que el 4cido acético se genera en
la hidrolisis de los grupos acetilo que constituyen algunos enlaces en la estructura de la
hemicelulosa, como consecuencia de la desacetilacion de las pentosas acetiladas (Klinke
et al., 2004). El &cido férmico se produce por la degradaciéon de los furanos, y el acido
levulinico por la degradacién del HMF (Klinke et al., 2004). Multiples compuestos fendlicos
se obtienen a partir de la lignina, incluyendo la vainillina, acido vainillinico, alcohol vainillilo,

acido 4-hidroxibenzoico, 4-hidroxibenzaldehido, acido cumarico, siringaldehido, acido
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siringico, cinamaldehido, alcohol dihidroconiferilico, hidroguinona, catecol, veratrol,

acetoacetato, acido homovanillico y las cetonas de Hibbert.
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Figura 1-8. Reacciones que ocurren durante la hidrolisis de materiales lignocelulosicos.
Los derivados del furano y los compuestos fendlicos pueden reaccionar adicionalmente
para formar algunos materiales poliméricos

Reproducido de Bioresource Technology, autores: Eva Palmqvist, Barbel Hahn-Hagerdal,
Fermentation of lignocellulosic hydrolysates. Il: inhibitors and mechanisms of inhibition pagina 26,
Copyright 2015, con permiso de Elsevier [3700830062790]

Los inhibidores de fermentacion pueden presentar diferentes efectos toxicos en las células.
Por ejemplo, el HMF y el furfural, pueden causar un retraso de la fase de crecimiento, lo
gue causa que los microorganismos requieran mas tiempo para realizar la fermentacion.
Los compuestos fendlicos penetran las membranas biolégicas y causan la pérdida de su
integridad, lo que afecta la capacidad de las membranas para servir como barreras
selectivas. Se ha reportado que el crecimiento microbiano se encuentra inhibido en
presencia de acido acético a concentraciones mayores a 3,5 g/L en hidrolizados de
hemicelulosa. Este fenbmeno puede ocurrir debido a la entrada de &cido no disociado

dentro del citosol (Chandel, Singh, & Venkateswar, 2010).
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La disponibilidad de soluciones ricas en xilosa que tengan un precio bajo es uno de los
principales obstaculos para la producciéon de xilitol. Desafortunadamente, debido a la
complejidad quimica de las hemicelulosas, tipicamente los hidrolizados que se obtienen
contienen no solo los azucares de la hemicelulosa, sino que también presentan acidos
alifaticos estructurales o fendlicos, asi como otros compuestos tales como furaldehidos y
acidos débiles producidos por la degradacién de los azucares. Potencialmente, estos
compuestos podrian actuar como inhibidores de la produccion microbiana de xilitol (da
Silva & Chandel, 2012).

Las estrategias de detoxificacion se vuelven fundamentales para remover este tipo de
compuestos toxicos, y pueden resumirse en cuatro categorias: métodos fisicos, quimicos,

biolégicos e integrados (Figura 1-9).

Métodos fisicos:

*  Evaporacion

* Eliminacién de vapor

*  Extraccidn con solventes y
separacion de fases

* separacion basada en
tamices moleculares y de
membrana

Métodos quimicos:

*  Neutralizacién

*  Overliming con hidréxido de
calcio

*  Carboén activado

* Resinas intercambio idnico

* Otros quimicos especificos
(hidréxido de amonio,
tionita de sodio, sulfito de
sodio, etc.)

Hidrélisis de
hemicelulosa

y

Fermentacion
D-xilitol

Métodos bioldgicos:
Aplicacién de enzimas
(lacasas, peroxidasas)
Aplicacion de
microorganismos (utilizacion
de inhibidores)

Cambios en la estrategia de
fermentacion

Otros métodos:
Enfoques integrados
(aplicacién consecutiva de
muchos métodos)
Pre-tratamiento microbiano
de la biomasa
lignocelulésica (generacion
de menos inhibidores)
Aclimatizacién microbiana

Figura 1-9. Resumen de varias estrategias de detoxificacion aplicadas a hidrolizados de
materiales lignocelulésicos, para la produccion de xilitol

Reproducido de Springer eBook, autores: Tandiwe P. Mpabanga, Anuj K. Chandel, Silvio Silvério
da Silva et al, Detoxification Strategies Applied to Lignocellulosic Hydrolysates for Improved Xylitol
Production, pagina 70, Copyright 2018, con permiso de Springer Nature [4341031035301]
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Se han propuesto varios métodos para lograr una buena detoxificacibn como, por ejemplo,
el encalamiento con hidréxido de calcio o el uso de carb6n activado y resinas de
intercambio idnico. Recientemente, la detoxificacion bioldgica a través del empleo de
enzimas (lacasas) o el uso in situ de los organismos productores de estas sobre el
hidrolizado toxico estan ganando una atraccién significativa desde el punto de vista
cientifico e industrial, ya que este tipo de proceso permitiria simultaneamente contrarrestar
el efecto de los inhibidores formados, mientras la xilosa en solucion se fermenta hasta xilitol
(Mpabanga, Chandel, Silvério, & Singh, 2012), los métodos biolégicos estan ganando
importancia porgue son simples, tienen alta efectividad, son econémicos y ambientalmente

amigables (Parawira & Tekere, 2011).

1.6 Hidroélisis enzimatica de la cascarilla de cebada y otras
biomasas lignocelulésicas
Las investigaciones realizadas para hidrolizar enzimaticamente la cascarilla de cebada
comprenden tanto el uso de cocteles de enzimas comerciales como de enzimas producidas
in situ por microorganismos especificos. Forssell et al. (2008) encontraron un bajo nivel de
hidrdlisis usando cuatro mezclas de celulasas-hemicelulasas comerciales, ya que tan solo
lograron solubilizar el 26-28% de los carbohidratos originales y el 30-34% de los
arabinoxilanos originales, dependiendo del coctel enzimético empleado. Sin embargo, la
cascarilla de cebada no tenia ningln pre-tratamiento previo y por ende la biomasa aln
presentaba un nivel de recalcitrancia bastante alto. A su vez, el residuo quedé enriquecido
en lignina y con la fraccién de proteina casi inalterada. Amore et al. (2015), aislaron y
evaluaron un Bacillus amyloquefaciens XR44A productor principalmente de actividad
xilanasa sobre la cascarilla de cebada pre-tratada con una solucion de amoniaco.
Encontraron una recuperacion de alrededor del 43% de la xilosa durante la sacarificacién
de la cascarilla, valor muy semejante al obtenido por una xilanasa comercial de

Trichoderma viride.

Xiros et al. (2011), concluyeron que la hidrélisis de la celulosa y hemicelulosa de la
cascarilla de cebada, pre-tratada alcalinamente por el extracto enzimético de Fusarium
oxysporum no se afecta por los mismos factores. Por ejemplo, la conversién satisfactoria
de la celulosa puede lograrse incrementando la dosificacion de la enzima con el fin de

superar la inhibicion del producto final, mientras que la estructura compleja de la
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hemicelulosa restringe el uso de enzimas con actividades especificas, como, por ejemplo,
la actividad de a-L-arabinofuranosidasa, la cual es necesaria para romper los enlaces 1,3
entre los sustitutos de la arabinosa en la columna vertebral de los xilanos. El tamafo de
particula también influye significativamente en la solubilizaciéon de los carbohidratos, por
ejemplo Niemi et al. (2012) estudiaron la molienda como pre-tratamiento fisico, con lo cual
lograron no solamente reducir significativamente el tamafio de particula de la cascarilla
sino que también lograron aumentar dos veces el grado de solubilizacion de los

carbohidratos.

Li et al. (2015) evaluaron la bio-conversion de un hidrolizado enzimético de tuzas de maiz
hasta xilitol, a través de un proceso eficiente y amigable con el medio ambiente. Usaron
las enzimas xilanoliticas producidas por Aspergillus terreus seguido de la fermentacion del
hidrolizado a través de Candida tropicalis. La produccién maxima de xilanasa fue de 722
U/g y de b-xilosidasa 196 U/g partiendo de un medio optimizado que contenia salvado de
trigo y tuzas de maiz en relacién 7:3, NaNOs al 2% (v/v), Tween 80 al 0,05% (v/v), pH 6,8
y un nivel de humedad de 1:1, con un 20% de inéculo y 30°C por 120 h de cultivo. Estas
enzimas se dosificaron para preparar el hidrolizado a partir de las tuzas de maiz, con lo
cual lograron obtener 18,03 g/L de xilosa y 4,87 g/L de glucosa en 8 horas. Finalmente,
este hidrolizado se us6 para la produccién de xilitol con C. tropicalis y después de la

optimizacion de la fermentacion lograron un rendimiento maximo de 75,14%.

1.7 Situacion actual y usos potenciales de la cascarilla
de cebada

En la actualidad, el uso de la cascarilla de cebada como materia prima se ha limitado a la
elaboracion de concentrados para animales, ya que es un excelente ingrediente alimenticio
para los rumiantes, que inclusive se ha estudiado como sustituto del salvado de arroz en
la dieta de los peces por su excelente aporte de proteinas y amino acidos esenciales
(Mussatto et al., 2006). Sin embargo, por estas caracteristicas también tiene un alto

potencial y beneficios para la salud humana (Buffington, 2014).

En la alimentacion humana, Waters, Jacob, Titze, Arendt, & Zannini (2012) estudiaron el
enriquecimiento de pan de trigo con cascarilla de cebada molida y fermentada con
Lactobacillus plantarum, evaluando el contenido final de fibra, proteina y minerales
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adicionados, lo que dio como resultado panes mas suaves y con mayor elasticidad,
ademas, de un nivel de aceptabilidad sensorial de hasta el 10%. Adicionalmente, extraer
los compuestos que presentan un valor nutricional alto y que posteriormente puedan ser
usados en la industria de alimentos también ha sido un campo de investigacion promisorio
a partir de esta biomasa. Asi, Bohnsack, Ternes, Blsing, & Drotleff (2011) obtuvieron los
tocotrienoles y tocoferoles a través de la extraccion tipo Soxhlet variando el tamafio de
particula del material y el solvente empleado. Por otra parte, Reis et al. (2014) evaluaron
el potencial prebidtico de los arabinoxilanos presentes en la cascarilla de cebada,
confirmando el potencial de la produccién de &cidos grasos de cadena corta y la
modulacion de la microbiota intestinal, especialmente por el incremento de la poblacién de

bifidobacterias.

El gran interés de las aplicaciones biotecnoldgicas a partir de la cascarilla de cebada en el
mundo, lo demostré la revision realizada por Xiros & Christakopoulos (2012) quienes en
su momento encontraron para el periodo 2007 a 2012, un gran nimero de publicaciones
en este campo. Estas incluian la produccion de enzimas y productos de valor agregado
tales como antioxidantes, monosacaridos, oligosacaridos, xilitol, arabitol, bioetanol, biogas,
acido lactico o la produccion de proteinas y lipidos funcionales. Asi mismo, este trabajo
concluyd que la implementacion del fraccionamiento de la cascarilla de cebada a nivel
industrial parecia ser el siguiente paso en la explotacién de este tipo de residuos, logrando
incorporar el concepto de biorrefineria a escala industrial, siempre y cuando los métodos
adoptados garanticen la funcionalidad de los componentes obtenidos que son

potencialmente valiosos.

Finalmente, también se ha explorado la aplicacién de este tipo de residuo para la
produccion de energia y carbon (Mussatto et al., 2010), su uso como decolorante (Dhillon,
Kaur, & Brar, 2012), en la industria del papel (Mussatto, Fernandes, Milagres, & Roberto,
2008) y como adsorbente (Kordialik-Bogacka, 2014).

1.8 Xilitol

El xilitol es un azucar alcohol conformado por cinco atomos de carbono (Figura 1-10) que
presenta caracteristicas de edulcorante artificial. El uso seguro del xilitol se reconocié por

la Comunidad Econémica Europea desde 1984, y la agencia que regula las drogas y los
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alimentos en los Estados Unidos (Food and Drug Administration-FDA) lo clasific6 como
iGeneral mente Reconocido como Segurod (GRAS por

y fiiSeguro para | os dientesd desde 19914.

OH

HO OH
OH OH

Figura 1-10. Estructura quimica del xilitol

La literatura incluye muchos estudios sobre el uso del xilitol como reemplazo de la sacarosa
para ciertos alimentos, con el objetivo de reducir las calorias. Entre estos se encuentran
los cupcakes, galletas, chocolates y gomas de mascar; adicionalmente sus propiedades
endulzantes son similares a la sacarosa, pero con reduccion sustancial de las calorias (2,4

vs. 4,0 cal/g).

En la industria farmacéutica se ha generalizado el uso del xilitol, debido principalmente a
sus propiedades comprobadas como anticariogénico, las cuales pueden reducir la caries
dental hasta en un 100%. Este azucar-alcohol también es efectivo contra la formacion de
bio-peliculas orales. Ademas de luchar contra la caries dental, el xilitol es reconocido por
ser capaz de contribuir a la calcificacion de los dientes. También, ayuda a promover la
salud oral como un beneficio para las mujeres en estado de embarazo y en periodo de
lactancia (da Silva & Chandel, 2012).

Recientemente, se han encontrado reportes en los cuales se muestra la eficacia del xilitol
en el tratamiento de varias enfermedades, como por ejemplo, en la diabetes, anemia, otitis
media aguda y osteoporosis (da Silva & Chandel, 2012; de Albuquerque et al., 2014). El
xilitol se ha empleado como azUcar sustituto en diabetes ya que se metaboliza a través de
una ruta independiente de la insulina en el cuerpo humano (Huang, Jiang, Guo, & Hwang,
2011). Se ha usado en medicina como azucar sustituto para la poblacion con deficiencia
eritrocitica de la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (Akinterinwa, Khankal, & Cirino, 2008).
A partir de xilitol podrian obtenerse derivados quimicos como el acido xilarico,
propilenglicol, etilenglicol, acido lactico y glicerol, entre otros, al considerarse como una

molécula plataforma para la construccion de otros productos.
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1.8.1 Proceso de produccién de xilitol

A Método tradicional

Actualmente, el xilitol es producido en China a partir de tuzas de maiz y en Estados Unidos
a partir de maderas duras como las provenientes de abedules. La xilosa proveniente del
hidrolizado de la fraccion de hemicelulosa se convierte a xilitol por una reaccion quimica
catalitica (Ravella, Gallagher, Fish, & Prakasham, 2012). La produccién a gran escala del
xilitol comenzo en 1975 en Finlandia, por la compafia Finnish Sugar Co. Ltda., en Helsinki.
Este proceso, utiliza rutas quimicas y se lleva a cabo a altas presiones (31-40 atm) y altas
temperaturas (80-140°C) en reacciones que toman entre tres a cinco horas, dependiendo

de las condiciones empleadas.

Actualmente la produccion a gran escala se divide en varios pasos (Figura 1-11): (1)
hidrélisis acida del material natural rico en xilano, (2) purificacién del hidrolizado hasta el
punto donde se obtiene una solucién pura en xilosa, (3) hidrogenacién catalitica de la xilosa
pura a xilitol con un catalizador (aleacion Ni-Al), (4) purificacion del xilitol obtenido en
solucion y (5) cristalizacion del xilitol (de Albuquerque et al., 2014). El rendimiento que se
obtiene a través de la ruta quimica solo produce entre el 50-60% de conversién del xilano
usado (Rafiqul & Mimi Sakinah, 2012).
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Figura 1-11. Ruta quimica para la produccién de xilitol

Reproducido de Process Biochemistry, autores: Tiago Lima de Albuquerque, Ivanildo José da
Silva, Gorete Ribeiro de Macedo, Maria Valderez Ponte Rocha, Biotechnological production of
xylitol from lignocellulosic wastes: A review, pagina 1781, Copyright 2015, con permiso de Elsevier
[3699011484171]

A Método biotecnolégico

De manera general, el proceso de produccidn de xilitol a partir de biomasa lignocelulésica
incluye una etapa de pre-tratamiento, donde se deja disponible la fraccién de hemicelulosa.
Si el pre-tratamiento implica el uso de quimicos, como acido sulfurico o &cido fosférico
(Ponte Rocha, Soares Rodrigues, de Albuquerque, Goncgalves, & de Macedo, 2014), se
generan compuestos denominados inhibidores de fermentacion (acido acético y derivados
del furano), por lo que se hace necesario detoxificar el hidrolizado obtenido. Después de
la hidrolisis, sea acida o enzimaética, el hidrolizado puede fermentarse hasta obtener xilitol,
el cual, por medio de las etapas finales de concentracién y cristalizacion puede purificarse

(de Albuquerque et al., 2014). El esquema general de proceso se muestra en la Figura 1-
12.
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Figura 1-12. Diagrama de proceso para la produccion biotecnoldgica de xilitol desde un
material lignocelul6sico. Adaptado de Wei et al., (2010)

Los autores que mas han investigado paralelamente el proceso de produccion de xilitol a
partir de la cascarilla de cebada han sido Mussatto y Carvalheiro. Dentro de la
investigaciones realizadas por (Mussatto & Roberto, 2005) se destaca el uso de &cido
sulftrrico tanto para pre-tratar como para hidrolizar la fraccion de hemicelulosa presente en
la cascarilla, variando la concentracion de acido sulfarico, la relacion liquido/sélido y el
tiempo de reaccion, para posteriormente fermentar el hidrolizado obtenido con Candida
guilliermondii. Las mejores condiciones para la hidrolisis acida correspondieron a una
relacion de liquido/solido de 8 g/g, 100 mg de H.SO4 por gramo de materia seca y un
tiempo de reaccion de 17 min. Bajo estas condiciones obtuvieron una eficiencia de
extraccion de los azlcares hemiceluldsicos de 92,7% y buenos resultados de fermentacion
(Yris =0,70 g/g y Qp=0,45 g/(dm?3h). Carvalheiro et al. (2004), optimizaron la produccién del
medio de cultivo enriquecido en pentosas a partir de la hidrélisis de la cascarilla de cebada
con acido diluido a un factor de severidad de 1,94, con lo cual lograron recuperar las
pentosas en sus formas monoméricas en una cantidad >95% de la materia prima, junto
con un bajo contenido de furfural, HMF, acido acético, formico y compuestos fendlicos

totales.
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En el mismo afio (S. I. Mussatto, Dragone, & Roberto, 2005)(Mussatto, Dragone, &
Roberto, 2005b) reportaron el estudio cinético de C. guilliermondii sobre cuatro medios
diferentes. Los dos primeros correspondieron al hidrolizado obtenido a partir de la
cascarilla de cebada, el primero lo denominaron hidrolizado crudo porque correspondi6 a
una concentracion de 20 g/L de xilosa (tal cual se obtuvo de la hidrolisis) y el segundo
correspondi6é al hidrolizado concentrado hasta 85 g/L de xilosa. El tercero y el cuarto
correspondieron a medios semi-sintéticos que se prepararon a las mismas
concentraciones de los azucares obtenidos en la hidrdlisis, solo que estos no tenian
compuestos toéxicos. Los resultados de la cinética evaluada no arrojaron diferencias
significativas entre el hidrolizado utilizado en forma cruda como el medio semi-sintético a
la concentracién de 20 g/L de xilosa. Sin embargo, en el medio concentrado, la eficiencia
de produccion de xilitol fue 30,6% y 42,6% mas baja que en el medio crudo, y en el medio
semi-sintético que contenia 85 g/L de xilosa, con lo cual concluyeron que la conversion de
xilosa a xilitol se ve afectada fuertemente cuando la concentracion inicial de xilosa se
incrementa; sin embargo, este comportamiento no ocurrié con el medio semi-sintético, lo
gue a su vez se atribuy6é a la presencia de los compuestos toxicos en el hidrolizado

concentrado.

Mussatto, Dragone, & Roberto (2005a), también reportaron la influencia de los compuestos
toxicos presentes en el hidrolizado sobre la bio-conversion de xilosa a xilitol, realizando
una etapa de detoxificacion con carbén activado previa a la fermentacion y evaluando
cuatro medios diferentes: crudo (RH), concentrado cuatro veces (CH), concentrado y
tratado con carbén activado (TCH) y crudo suplementado con azucares hasta una
concentracion cuatro veces superior (SRH). Los medios contenian una concentracion
inicial de 85 g/L con excepcion del RH que contenia 23 g/L de xilosa. La fermentacién
reveld que suplementar con azucares al hidrolizado crudo favorecié la produccion de xilitol,
pero que la presencia de compuestos toxicos influye negativamente en la bio-conversion

final de xilitol.

Por otra parte, Carvalheiro et al. (2005), evaluaron una ruta alternativa que consistia en
dos pasos secuenciales para obtener un hidrolizado fermentable: auto-hidrélisis y post-
hidrdlisis (con acido sulfdrico diluido). Posteriormente se evaluaron tres métodos de
detoxificacion para remover los compuestos inhibidores formados previamente: sobre-

encalamiento, carbon activado y resinas de intercambio aniénico y catiénico, para
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posteriormente fermentar hasta xilitol con Debaryomyces hansenni. Los mejores
rendimientos de xilitol (0,51 y 0,50 g/g) y productividades (0,29 y 0,33 g//L/h) se
encontraron tanto para el hidrolizado no-detoxificado y detoxificado con carbén activado,

respectivamente.

Posteriormente, Mussatto et al. (2008) establecieron la concentraciéon inicial 6ptima de
xilosa y los suplementos nutricionales, variando la concentracion de xilosa en el hidrolizado
en 55, 75 y 95 g/L, y evaluando diferentes nutrientes tales como CaClz, (NH4)>SO4y
extracto de salvado de arroz. El analisis estadistico arroj6 como resultado, que la mejor
concentracion de xilosa en el hidrolizado fue 70 g/L y que no era necesario adicionar
nutrientes externos al medio de fermentacién, con lo cual encontraron un rendimiento de
xilitol de 0,78 g/g y una productividad de 0,58 g/L/h. Finalmente, con el trabajo realizado
por estos autores, se incluy6 la produccién de xilitol como una parte integral del concepto
de biorrefineria aplicado al uso de los residuos de cascarilla de cebada. Mussatto et al.

(2013) presentaron un analisis técnico-econdmico de este escenario en Brasil.

1.8.2 Bioquimica de la produccion de xilitol (énfasis en levaduras)

El primer paso en el metabolismo de la D-xilosa es el transporte de los azlcares a traves
de la membrana celular. Algunas levaduras son capaces de transformar la xilosa en D-
xilulosa a través de una via secuencial de dos reacciones de 6xido-reduccion. Las enzimas
claves para la produccion de xilitol por parte de las levaduras corresponden a la xilosa-D
reductasa (XR) y xilitol deshidrogenasa (XDH). Ambas requieren de nucledtidos tipo
piridina como cofactores, aunque la especificidad de estos cofactores varia en las

diferentes levaduras.

La Figura 1-13 muestra un esquema simplificado del metabolismo de la xilosa en las

levaduras.
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NADPH
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Figura 1-13. Ruta metabdlica de xilitol en levaduras

Reproducido de Process Biochemistry, autores: Tiago Lima de Albuquerque, Ivanildo José da
Silva, Gorete Ribeiro de Macedo, Maria Valderez Ponte Rocha, Biotechnological production of
xylitol from lignocellulosic wastes: A review, pagina 1784, Copyright 2015, con permiso de Elsevier
[3699011484171]

La conversion del D-xilitol ocurre en dos pasos: un paso de reduccién seguido por uno de
oxidacién. Primero, la D-xilosa es reducida a D-xilitol por NADH o NADPH-dependiente de
la XR. A continuacion, este metabolito es oxidado a D-xilulosa por NAD o NADP*-
dependiente de XDH. Estas dos reacciones son consideradas como los pasos limitantes
en la fermentacion de D-xilosa hasta la produccion de D-xilitol. Algunas levaduras pueden
metabolizar la D-xilulosa hasta xilulosa-5-fosfato mediante xiluloquinasa. La xilulosa-5-
fosfato puede consecuentemente entrar a la ruta de las pentosas fosfato. Esta ruta consiste
de una fase oxidativa que convierte las hexosa-fosfato a pentosas-fosfato, proporcionando
NADPH necesario en las vias bio-sintéticas y una fase oxidativa en la que las pentosas-
fosfato son convertidas en hexosas y fosfato triosas. La ruta de las pentosas fosfato
también produce ribosa-5-fosfato que se utiliza para la sintesis de acidos nucleicos,
histidina y fosfato-4-eritrosa las cuales son necesarias para la sintesis de aminoacidos
aromaticos. La via de la fosfocetolasa presenta una ruta alterna para la utilizacion de la
xilulosa-5-fosfato mediante su conversion en gliceraldehido-3-fosfato y fosfato-acetilo. El

proceso de la formacién de xilitol no puede parar después del primer paso, cuando la D-
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xilosa se convierte en xilitol. EI crecimiento celular depende de algunos de los productos
metabdlicos anteriores y también es necesario regenerar los cofactores a través de los
diferentes pasos en las vias metabdlicas. Por lo tanto, para obtener un buen rendimiento
de xilitol, la cantidad de xilosa que se puede convertir a xilitol y la cantidad de xilitol que se

encuentre disponible para su uso posterior en el metabolismo, tiene que equilibrarse.

Bajo condiciones anaerdbicas o limitadas por el oxigeno, la diferencia en los
requerimientos de los cofactores de estas enzimas provocan un desequilibrio redox que
influye en la acumulacion del xilitol (Parajé, Dominguez, & Dominguez, 1998), las
levaduras con actividad XR dependiente tanto del NADH y NADPH (por ejemplo, Pichia
stipitis) pueden regenerar el NAD+ consumido en el segundo paso del metabolismo de la
xilosa. En este caso el mayor producto generado sera el etanol y no la acumulacion del
xilitol (Paraj6 et al., 1998). La formacién de xilitol se favorece bajo las condiciones limitadas
de oxigeno, debido a la acumulaciéon de NADH y a la inhibicion posterior del NAD vinculado
al xilitol deshidrogenasa. Este fenbmeno, conocido como efecto Custer, resulta de la

incapacidad de las levaduras de compensar el exceso de NAD.

Barbosa, de Medeiros, de Mancilha, Schneider, & Lee (1988), reportaron la reaccion
general (Ecuacion 1-1) para el metabolismo de la xilosa en levaduras en medios
balanceados nutricionalmente, usando NADH*? como cofactor:

PCHOQUETE @600 0 T YOO O p p®QA QOPE WD @ 0 (1-1)
Con un rendimiento de producto teérico de 0,905 mol xilitol/mol xilosa. Bajo hipétesis
similares, los mismos autores reportaron la reaccion bajo condiciones anaerobias
(Ecuacioén 1-2):

TWQRIAIEPIOIO T QI QQWOE € WU (1-2)

Con un rendimiento tedérico de 0,875 mol xilitol/mol xilosa.

Entre los géneros capaces de producir xilitol, Candida ha sido el mas estudiado y se erige

como un microorganismo promisorio. Con este tipo de microorganismo, la disponibilidad
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de oxigeno es el factor mas importante en la produccién de xilitol a partir de D-xilosa. Bajo
condiciones limitadas de oxigeno, la fosforilacion oxidativa no puede re-oxidar todo el
NADH generado. Asi, la concentracion del NADH intracelular se incrementa permitiendo la

acumulacion del xilitol (de Albuquerque et al., 2014).

1.8.3 Condiciones para la produccién de xilitol a partir de C.
guilliermondii

A pH
El pH optimo inicial del cultivo depende fuertemente de la especie utilizada. Este
usualmente se encuentra en el intervalo de 55 a 6,5. Especificamente para C.

guilliermondii tiene un valor de 5,5-6,0 (Salgado, Converti, & Dominguez, 2012).

A Temperatura

Las levaduras producen xilitol en el intervalo de 24 a 45°C, pero la temperatura Gptima
usualmente se encuentra entre 28 y 30°C, dependiendo del microorganismo. Para C.
guilliermondii se ha reportado un valor de 28°C como el 6ptimo. Cuando las fermentaciones
se llevan a cabo a temperaturas diferentes del valor 6ptimo, los rendimientos y
productividades decrecen debido a la reduccién de la actividad xilitol deshidrogenasa
(Winkelhausen & Kuzmanova, 1998).

A Nutrientes del medio de cultivo

La concentracién y el tipo de fuentes de nitrégeno son factores clave en la produccién de
xilitol por fermentacion, aunque la influencia de ambas variables también depende de la
levadura. En general, las fuentes de nitrdgeno orgénico tales como urea, extracto de
levadura, granos de arroz, peptona, etc., permiten obtener altas productividades y
rendimientos comparados con las fuentes inorganicas, porque su presencia estimula el
paso oxidativo en la via de las pentosas fosfato en varias levaduras (C. boidinii, C.
guilliermondii, C. mogii, etc.). Algunas levaduras como C. guilliermondii y P. tannophilus
requieren vitaminas tales como biotina, acido ascérbico, piridoxina o colina (Salgado et al.,
2012).
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A Concentracion inicial de xilosa

La concentracion inicial de xilosa tiene un impacto significativo sobre la produccion de xilitol
por parte de las levaduras. El rendimiento de producto es bajo cuando se usan
concentraciones iniciales de xilosa bajas, porque la fuente de carbono se usa
principalmente para la produccion de biomasa. Por el contrario, un aumento de la
concentracion de xilosa, incrementa el porcentaje de sustrato que es convertido a xilitol,
incrementando de esta forma el rendimiento. Sin embargo, concentraciones muy altas de
xilosa reducen el rendimiento debido al exceso de inhibicibn por sustrato y presion
osmdética en el medio. Tales inhibiciones dependen del grado de aireacién y de las
especies. Para C. guilliermondii se ha reportado un valor de maximo 200 g/L (Salgado et
al., 2012).

A Concentracion de oxigeno disuelto

La concentracion de oxigeno disuelto es uno de los parametros mas importantes que debe
considerarse en la produccion de xilitol, porque influye no solamente en los aspectos
operacionales de la produccién de xilitol, sino también en la fisiologia de las levaduras.
Este se ha investigado ampliamente en medios sintéticos y en hidrolizados de
hemicelulosa. Los métodos empleados para medirlo han sido tan variados, que a menudo

la comparacioén de los resultados obtenidos no es posible (Salgado et al., 2012).

Usando levaduras con actividad XR dependiente de NADPH, tales como D. hansenii, la
concentracion de O, disuelto debe ser controlada a bajos niveles para evitar el consumo
del xilitol en la respiracion. Para la produccién de xilitol usualmente los valores 6ptimos de
concentraciones de O; disuelto corresponden a condiciones micro-aerébicas que permitan
no solo la regeneracién de NAD+ sino la produccion de ATP y NADPH requerida para el
mantenimiento del crecimiento celular y la actividad XR, respectivamente (Salgado et al.,
2012).

Siendo esto asi, los parametros criticos que deben ser controlados durante la bio-
conversion de xilosa a xilitol son: la tasa de transferencia de oxigeno (OTR), el coeficiente
de transferencia de oxigeno (k.,a) y la tasa especifica de consumo de oxigeno (qO2)
(Salgado et al., 2012).
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1.8.4 El mercado del xilitol

Impulsado cada vez mas por los consumidores conscientes de los beneficios del xilitol en
la salud y los problemas asociados al exceso de peso, se espera que la demanda del xilitol
crezca en el sector de los alimentos sin azlcar y bajos en calorias. El mercado mundial del
consumo del xilitol se estimé en 161.500 toneladas, por un valor de USD $670 millones en
el afio 2013 y espera llegar a las 242 mil toneladas por un valor ajustado por encima de
USD $1 billén para el 2020 (da Silva & Chandel, 2012).

Actualmente, la industria de las gomas de mascar tiene el mayor consumo del mercado
del xilitol en comparacion con las otras industrias, con un 80% en el 2010 y se estima que
consuma alrededor de 163 mil toneladas para el 2020 y asi continte siendo el mayor
consumidor de xilitol con el 67% del consumo mundial (da Silva & Chandel, 2012)
(Venkateswar Rao, Goli, Gentela, & Koti, 2015), Figura 1-14.

2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020
W América del Norte M Europa M Asia-Pacifica M Resto del mundo

Figura 1-14. Mercado global de xilitol para la industria de gomas de mascar (2009-2020)
por regién en toneladas.

Reproducido de Bioresource Technology, autores: Linga Venkateswar Rao, Jyosthna Khanna
Goli, Jahnavi Gentela, Sravanthi Koti, Bioconversion of lignocellulosic biomass to xylitol: An
overview, pagina 301, Copyright 2018, con permiso de Elsevier [501394844]

Globalmente, Asia produce solamente el 50% del xilitol mundial, el resto de la produccion
se realiza en Europa, Estados Unidos y Australia. La region de Asia pacifica es el mayor
consumidor de xilitol. En Asia Pacifica, China tiene el mercado mas grande y se prevé que

India tenga el crecimiento de mercado mas grande (Venkateswar Rao et al., 2015). En la



50 Valorizacion de la cascarilla de cebada del proceso cervecero para la producciéon

de xilitol

Tabla 1-5 se muestran las mayores compafiias productoras de xilitol de China y Estados
Unidos (Ravella et al., 2012).

Tabla 1-5. Mayores compairiias productoras de xilitol en el mundo

oo Produccién de xilitol en
Compaiiia o Fuente
toneladas por afio

Futaste pharmaceutical .

Co.. Ltd. China 35.000 Tuzas de maiz

Jining Hengda Green

Engineering Co., Ltd. 5.000 Tuzas de maiz

China

Hangzhou Shouxing

Biotechnology Co., Ltd. 15.000 Tuzas de maiz

China

Shandong Biobridge

Technology Co., Ltd. 6.000 Tuzas de maiz

China

Tangyin Hung Industrial .

Co., Ltd. China 2.500 Tuzas de maiz

Thomson Biotech .

(Xiamen) Pte. Ltd. China 10.000 Tuzas de maiz

Yucheng Lujian Biological

Technology Co., Ltd. 16.000 Tuzas de maiz

China

Zhejiang Huakang .

Enterprise Co., Ltd. China 20.000 Tuzas de maiz

Shijiazhuang Acid :

Chemical Co., Ltd. 10.000 Tuzas de maiz

Shengquan Healtang .

Biotech Co., Ltd. China 8.000 Tuzas de maiz

Xylitol USA, Inc. - Abedules

Corrientes laterales de

DuPont (Danisco), USA 2.000 residuos de una planta

de pulpay papel

i Re pr odu cXylktabFemnentadve Production, Application and Commercialization, autores:
Sreenivas Rao Ravella, Joe Gallagher, Steve Fish, Reddy Shetty Prakasham, Overview on
Commercial Production of Xylitol, Economic Analysis and Market Trends, pagina 294, Copyright
2015, con permiso de Springer [3704961279638:

En Colombia, a la fecha, el Departamento Nacional de Estadistica (DANE) no reporta
produccién de xilitol, razén por la cual se mostraran los datos de produccién e

importaciones de azUcar, ya que esta podria ser reemplazada por el xilitol. De acuerdo con
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Asocafia, en 2017 se produjeron 2,23 millones de toneladas de azucar a partir de 24,38
millones de toneladas de cafia. El consumo nacional de azlcar en Colombia fue de 1,67
millones de toneladas, destinado en un 52% al consumo directo en los hogares y un 48%
a la fabricacion de productos alimenticios, bebidas para consumo humano y otros
productos industriales. En el afio 2017, se exportaron 702 mil toneladas de azucar, de las
cuales el 66% se dirigié a Chile, Islas del Caribe, Pera, Estados Unidos, Haiti, México y

Bolivia. El resto del aztcar se exporté hacia multiples destinos alrededor del mundo®.

De acuerdo con la Encuesta Anual Manufacturera (DANE, 2012), las importaciones
colombianas de azlcar para el afio 2012 fueron: azlcar cruda 210.099 t, azlUcar cruda,
refinada y pulverizada 708.535 t, sacarosa quimicamente pura 620,4 t y azticar con adiciéon
de edulcorantes 90,8 t. Uno de los principales usos del xilitol en la industria de alimentos

es como aditivo en chicles. El consumo de chicles para el afio 2012 en Colombia fue 2.258

kg.

9 http://www.asocana.org/modules/documentos/5528.aspx Recuperado el 29-04-2018.
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2.1 Planteamiento del problema

Colombia es el tercer productor de cerveza en Latinoamérica'y 21 en el mundo (Kirin Beer
University Report, 2017). El proceso de produccion de esta bebida alcohodlica genera
diferentes residuos, entre los cuales se destaca la cascarilla de cebada, ya que
corresponde al co-producto que se obtiene en mayor cantidad. Teniendo en cuenta la
produccién nacional de cerveza, 1.910.000 kL en 2017, en el pais se producen anualmente
191.000 toneladas de cascarilla de cebada en base humeda. Por su contenido en proteina,
hemicelulosa, celulosa, materiales extractivos y lignina, podria ser una materia prima
promisoria y potencial para usarse en procesos fisico-quimicos y biotecnoldgicos, en los
cuales logre transformarse en productos de mayor valor agregado implementando su
aprovechamiento en el contexto de una biorrefineria, ya que tradicionalmente su aplicacion
se ha limitado solo para producir alimento para ganado (Xiros & Christakopoulos, 2012;
Bavaria, 2013; Steiner et al., 2015).

A nivel mundial, se reconoce la importancia de buscar alternativas de aprovechamiento y
valorizacion de este tipo de co-producto (Xiros & Christakopoulos, 2012; Steiner et al.,
2015), buscando transformar las cervecerias en biorrefinerias (Carvalheiro, Duarte, &
Girio, 2008; Mussatto et al., 2013), en las cuales se logre convertir esta biomasa en
productos de mayor valor agregado. Teniendo en cuenta la importancia de la industria
cervecera para el pais, en términos de generacion de empleo (4880 empleados directos
en el 2016) (Bavaria, 2016) y pago de impuestos que se invierten en salud, educacién,
recreacion y donaciones filantropicas, es necesario impulsar este tipo de transformaciones,
para lo cual en este proyecto se busca desarrollar productos y procesos utiles a partir de
la cascarilla de cebada residual del proceso cervecero, incorporando el concepto de

biorrefineria dentro del marco de las tendencias globales de aprovechamiento de los

P I
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residuos industriales para producir alimentos, productos quimicos, productos

farmacéuticos, materiales y biocombustibles avanzados.

El contenido de proteina, celulosa, hemicelulosa, materiales extraibles y lignina hace
posible su aprovechamiento para obtener productos como péptidos y aminodcidos,
glucosa, xilosa, compuestos organicos, por ejemplo, compuestos fendlicos, moléculas
plataforma que sirven de base para la obtencion de otros productos quimicos entre los que
pueden mencionarse acidos organicos como el p-cumarico, vainillina, etanol, sorbitol y
xilitol. Particularmente, este Ultimo es atractivo industrialmente ya que tiene aplicaciones
como edulcorante natural bajo en calorias, puede ser consumido por la poblacién diabética,
presenta propiedades comprobadas como anticariogénico, ayuda a la mineralizacién de
los dientes y presenta potencial para combatir diversas enfermedades como la diabetes,
anemia, otitis y osteoporosis. Encontrar rutas alternativas de proceso a partir de biomasas
lignocelulésicas se convierte en una opcion de aprovechamiento industrial con una
perspectiva, gracias a que el mercado del xilitol se encuentra en constante aumento a nivel

mundial.

Para que la cascarilla de cebada pueda ser fraccionada son necesarios procesos de
extraccion, pre-tratamiento, hidrélisis y fermentacion. Estos procesos tienen como objetivo
recuperar las proteinas, degradar la lignina para tener disponible la celulosa y la
hemicelulosa, llevar estos polimeros a sus unidades monomeéricas, las cuales finalmente

pueden ser transformadas en productos quimicos mediante vias biotecnoldgicas.

En este proyecto se proponen dos alternativas de proceso para integrar una etapa fisico-
guimico y dos biotecnolégicas dentro del concepto de biorrefineria, lo cual permitira
valorizar la cascarilla de cebada residual del proceso cervecero. Los dos procesos
escogidos: pre-tratamiento alcalino y explosién con vapor, permiten extraer la mayor parte
de la fraccion de hemicelulosa en el liquido de pre-tratamiento, para el primero se hace
indispensable realizar un estudio cinético y en el segundo superar los efectos barrera de
la proteina y almidén en los fendmenos de trasferencia de masa. Las dos fracciones de
hemicelulosa en el liquido de pre-tratamiento extraidas principalmente como
arabinoxilanos se someteran a etapas de hidrélisis enziméatica diferentes, ya que los dos

pre-tratamientos evaluados establecen diferencias estructurales quimicamente en los xilo-
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oligosacéridos extraidos, asi que el estudio de diferentes condiciones y variables de
proceso con las enzimas comerciales puras y cocteles enzimaticos, permitird obtener el
mayor rendimiento a xilosa. Finamente, la Ultima etapa de fermentacion tendra en cuenta
el efecto del coeficiente de trasferencia de masa kia como pardmetro clave en la
transformacién de xilosa a xilitol en un reactor de 1 L. Las dos opciones de proceso
planteadas no solamente evitan una etapa de detoxificacion del hidrolizado obtenido, sino
gue valorizan las corrientes laterales producidas dentro del concepto de biorrefineria,
siempre con el objetivo de que los procesos establecidos sean industrialmente

competitivos.
2.2 Hipotesis

El proceso de extraccion y pre-tratamiento fisico-quimico sobre la cascarilla de cebada co-
producto del proceso cervecero, permitira la deslignificacion, remocion de las proteinas y
solubilizacibn de la hemicelulosa, para obtener una fraccibn de hemicelulosa
principalmente tipo arabinoxilanos que sea susceptible de una hidrélisis enzimética a
través de enzimas comerciales tipo endo-1,4-b-xilanasas, a-L-arabinofuranosidasas, b-
xilosidasas y a-glucuronidasas, lo cual permitira generar un hidrolizado rico en xilosa que

se fermentara hasta xilitol por accién de una levadura.

2.3 Objetivos

2.3.1 Objetivo general

Evaluar experimentalmente la produccion de xilitol a partir de la cascarilla de cebada
residual del proceso de produccion de cerveza, empleando rutas fisico-quimicas en

combinacién con biotecnoldgicas.

2.3.2 Objetivos especificos

A Determinar el efecto del pre-tratamiento fisico-quimico sobre la deslignificacion,
extraccion de proteinas y solubilizacion de la fraccion de hemicelulosa presente en la

cascarilla de cebada.
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A Establecer las condiciones de proceso que permitan el mayor grado de hidrdlisis de la
fraccion de hemicelulosa extraida en el pre-tratamiento fisico-quimico, mediante la

interaccion de enzimas comerciales puras.

A Evaluar la produccién de xilitol a partir de la xilosa obtenida en el hidrolizado proveniente

de la cascarilla de cebada, mediante fermentacion.

2.4 Metodologia (estrategia general)

Para abordar el problema de investigacién planteado, metodolégicamente se desarrollé
una estrategia general que se dividié en tres etapas fundamentales para lograr la
produccioén de xilitol a partir de la cascarilla de cebada. Las etapas fueron: pre-tratamiento,

hidrélisis enzimatica y fermentacion, las tres etapas se realizaron en operaciones por lote.

Para el pre-tratamiento, se evaluaron dos alternativas diferentes: extraccion alcalina y
explosion con vapor con el objetivo de extraer la mayor proporcion de la fraccion de
hemicelulosa en el liquido; en el caso de la extraccion alcalina se esperaba corroborar la
solubilizacion simultanea también de la fraccion de la proteina y se planteé realizar un
seguimiento en el tiempo de la extraccion, ya que por literatura no se encontraron reportes
tedricos que realizaran este tipo de analisis, a su vez se escogieron las condiciones de
proceso mas reportadas, aunque todos los ensayos se realizaron a presion atmosférica,
para validar esta ventaja energética sobre el uso de este pre-tratamiento a presiones
superiores a la atmosférica.

Para el pre-tratamiento de explosion con vapor fue necesario evaluar una etapa de
desproteinizacion y eliminacion de almidon previo al pre-tratamiento ya que las
caracteristicas de la cascarilla de cebada presentaron dificultad en la extraccién de la
fraccion de hemicelulosa en la fraccion liquida con esta tecnologia, como se discutird mas
adelante. Sin embargo, esta etapa previa al pre-tratamiento permitié también valorizar la

fraccion de la proteina en el proceso general planteado con este pre-tratamiento.

Para la segunda etapa del proceso, se contd con enzimas comerciales puras que
presentan diferentes actividades especificas necesarias para lograr la hidrélisis completa

de la compleja y diversa fraccion de hemicelulosa extraida por las dos alternativas del pre-
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tratamiento planteadas. La estrategia general de hidrélisis consistié primero en evaluar la
sinergia de las enzimas puras sobre los AX separados del medio liquido en el pre-
tratamiento alcalino, para validar la necesidad de trabajar con todos los tipos de actividades
especificas. Para el caso de los AX extraidos en el liquido del pre-tratamiento con el SE,
la estrategia consistié en concentrar el liquido y al obtenerse unas caracteristicas quimicas
de los xilo-oligosacéridos extraidos totalmente diferentes a los extraidos alcalinamente fue
necesario adicionar dos actividades enzimaticas mas, tipo estearasas, a las ya iniciales
endo-1,4-b-xilanasas, a-L-arabinofuranosidasas, b-xilosidasas y a-D-glucuronidasas,
finalmente también se buscaron alternativas de hidrélisis enzimatica con complejos
comerciales, ya que estos presentan una alternativa al uso de enzimas altamente
especificas, desde el punto de vista econémico. En esta etapa la adicion de las diferentes
actividades enzimaéticas, el porcentaje de combinacion, la dosis y la temperatura fueron las

principales variables de estudio.

Finalmente, la estrategia general para realizar la fermentacién tuvo en cuenta el parametro
de escalamiento k,a como factor directamente relacionado con la concentracion de
oxigeno disuelto en el medio, la fermentacion se realizo con un valor estandar de k.a segun
reportes de la literatura para la levadura usada. Para el hidrolizado obtenido del pre-
tratamiento con SE se evalud la toxicidad y la variacién del pH del medio sobre la levadura

en ensayos previos de matraz Erlenmeyer.

Cabe destacar que la estrategia general usada metodolégicamente para dar cumplimiento
a los objetivos busco evitar una etapa directa de detoxificacion y valorizar las corrientes
alternas que se producian en el proceso para integrarlas al menos teéricamente en el

contexto de una biorrefineria.
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3.Cap2t uRroi era opci  -n de

pr-eratamiento alcalino

3.1 Resumen

La primera opcion de proceso desarrollada en esta investigacion comprendié la
determinacién de las condiciones de operacion del pre-tratamiento alcalino sobre la
cascarilla de cebada. Para ello se evalu6 el rendimiento de extraccion de la hemicelulosa,
expresada como arabinoxilanos (AX) en el liquido de pre-tratamiento, mediante un disefio
experimental que contemplé dos factores: grado (severo y moderado) y nivel (alto y bajo),
los cuales a su vez variaron la concentracion de NaOH, temperatura, relacion de

alimentacion (peso de cascarilla por volumen de solucién alcalina) y velocidad de agitacion.

El seguimiento de la reaccion a través del tiempo, permitié el ajuste de una cinética de
primer orden pseudo-homogénea irreversible segun el modelo de Saeman, asi como la
determinacion de la energia de activacion para tres de las cuatro temperaturas evaluadas
(ecuacién de Arrhenius). El rendimiento maximo de AX que se obtuvo fue del 64,81% para

el ensayo moderado, nivel alto a 12 horas de reaccion.

La proteina y los AX extraidos en la fraccion de hemicelulosa se separaron del liquido de
pre-tratamiento. Los AX se caracterizaron y sometieron a una hidrolisis enzimatica con seis
enzimas comerciales puras, para obtener un hidrolizado rico en xilosa, que posteriormente
se concentrd y fermento6 hasta la obtencion de xilitol en un reactor de 1L, ajustando el k.a
a 15 h'l. Este proceso present6 la ventaja de evitar una etapa de detoxificacion. El proceso
se esguematiza en el diagrama de operaciones simplificado de la Figura 3-1. El
rendimiento méximo de xilosa que se obtuvo en la hidrélisis enzimatica fue del 63,63%. En
la fermentacion se obtuvo un rendimiento de produccién de xilitol de 0,73 g/g con una
productividad de 1,14 g/L/h.

P



Inéculo
NaOH Levadura
Agua  Enzimas

Cascarilla
PRE-TRATAMIENTO
de —<:>—> . —<:>—’
cebada Y EXTRACCION wis AX , P
<% A HIDROLISIS FERMENTACION <& —XILITOL
Solucién N Fraccion @
acida @ Liquida c
Etanol oncentracion

| Precipitacién ?:Sn é
s v v
é » Il Precipitacion Agua

Proteina #

Liquido
(compuestos
fendlicos, sal)

Figura 3-1. Diagrama de operaciones simplificado del proceso de obtencion de xilitol a partir de cascarilla de cebada, a través del
pre-tratamiento con NaOH
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3.2 Materiales y métodos

3.2.1 Adecuacioén de la cascarilla de cebada

1 Muestreo
La cascarilla de cebada proveniente del proceso cervecero fue suministrada en fresco por
Bavaria S.A. La cascarilla se produjo en la planta ubicada en el municipio de Tocancipa,

Cundinamarca.

1 Secado y molienda

Debido al alto contenido de humedad ~77-81% y a la presencia de azucares fermentables,
la cascarilla es muy inestable y susceptible al ataque de microorganismos. Por lo tanto,
para almacenarse y conservarse durante el desarrollo de la primera opcién de pre-
tratamiento alcalino, las muestras tomadas en planta, se secaron en un horno de
conveccion a 45°C por 48 horas, hasta reducir su humedad (<10%). La cascarilla de
cebada seca se someti6 a la reduccion del tamafio de particula a través de un proceso de
molienda en un molino de cuchillas hasta un tamafio <lmm para el proceso de
caracterizacion y hasta un tamafio de particula promedio de 501,2 nm para el pre-

tratamiento.

3.2.2 Caracterizacion de la cascarilla de cebada

La cascarilla de cebada sin pre-tratar y pre-tratada se caracteriz6 siguiendo la metodologia
propuesta por |l os |l aboratorios Naci onal

iniciales en inglés.

A Humedad
La humedad de la cascarilla de cebada se determiné siguiendo el procedimiento descrito
por Hames et al., (2008). Para ello, se empled una balanza de humedad Precisa XM120

ajustada a una temperatura de 105+5°C.

A Extraibles
Los materiales no estructurales de la biomasa se determinaron siguiendo el procedimiento
descrito por Sluiter, Ruiz, Scarlata, Sluiter, & Templeton, (2008). Estos materiales se

removieron realizando dos extracciones sucesivas en medio acuoso y organico (etanol),

es
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empleando un extractor tipo Soxhlet. El proceso de extraccion se realizé durante 24 horas

para cada medio.

A Ligninay carbohidratos estructurales

La lignina y los carbohidratos estructurales de la cascarilla se determinaron siguiendo el

procedimiento descrito por Sluiter, Hames, et al.,, (2008). La lignina se determiné
gravimétricamente pesando los solidos presentes en el material luego de una hidrdlisis con

acido sulftrico al 72% p/p (gravedad especifica 1,6338 a 20°C). Los azlcares neutros

(glucosa, xilosa, arabinosa, galactosa y manosa) y el 4cido acético se determinaron en el

liquido &cido proveniente de la hidrélisispor c¢cr omatograf2a | 2q@d da de al
por sus iniciales en inglés.

A Proteina

La proteina se determind por el método Kjeldahl, cuantificandose a través del contenido

total de nitrégeno (factor 5,7).

A Almidén
Para la determinacién de almidén total se utiliz6 el método colorimetro del Kit Total Starch

Assay de la casa comercial Megazymes.

A Cenizas
El contenido de cenizas se determind siguiendo el procedimiento descrito por Sluiter et al.,
(2008), calcinando una muestra de la biomasa libre de humedad en una mufla a 575+25°C

por 4 h.

A Andlisis elemental

El andlisis elemental (N, P, K, B,Cu, Mn, Mg, Zn, Fe y Ca) se realiz6 en los laboratorios de
Aguas y Suelos de la Facultad de Agronomia de la Universidad Nacional. Los métodos de
analisis fueron: micro-Kjeldahl, seguido de valoracién volumétrica para el nitrégeno total,
calcinacién a 600°C y posterior valoracién colorimétrica con molibdato y vanadato de
amonio, para el fosforo total. Calcinacién a 600°C y valoracion por espectrofotometria de
absorcion atémica para el Ca, K, Mg, Cu, Fe, Mn, Zn. Calcinacion a 600°C y valoracién
colorimétrica con azometina-H, para el boro total. Incineracion con nitrato de magnesio y

turbidometria, para el azufre total.
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A SEM
Se realizaron fotografias por microscopia electronica de barrido en un equipo VEGA3
TESCAN (Republica Checa), de la cascarilla de cebada sin pre-tratar y después del pre-

tratamiento a 400 x.

3.2.3 Pre-tratamiento alcalino

Para determinar el efecto del pre-tratamiento alcalino sobre la deslignificacion, extraccion
de proteinas y solubilizacién de la fraccion de hemicelulosa presente en la cascarilla de
cebada, se realizé un disefio experimental completamente al azar 2*2 de contraste
ortogonal, con dos factores: grado que incluy6 severo y moderado y dos niveles: alto y bajo
(Tabla 3-1).

Tabla 3-1. Disefio experimental completamente al azar 2*2 de contraste ortogonal para el
pre-tratamiento alcalino

Grado(©) Severo Moderado
i (0}
: Nivel (®) Bajo Alto Bajo | Alto
Variable(8)
Concentracién de NaOH (M) 0,1 1 1,5 4
Temperatura (°C) 60 90 30 40

Relacion de alimentacion (peso de cascarilla
de cebada por volumen de solucién alcalina)

Tiempo (h) 0,5 2 12 24
Velocidad de agitacion (rpm) 280 360 280 360

1:20 1:14 1:20 1:14

Las reacciones se realizaron en reactores de vidrio de 400 mL equipados con un sistema
de calentamiento con resistencias internas y acoplados a un condensador y agitador de
paletas planas, como se esquematiza en la Figura 3-2. En el primer paso se adicionaron
250 mL de agua al reactor y luego la biomasa se fue alimentando lentamente hasta
alcanzar una dispersion completa del sélido con ayuda del agitador. Una vez que el sélido
estaba completamente disperso, se ajustd la temperatura del ensayo, que se midio y
controlé con ayuda de una termocupla y un sistema de control. Este periodo se consider6
como el de estabilizacion del sistema. Una vez alcanzada la temperatura del ensayo, se
adicionaron 50 mL de la solucién de NaOH (esta solucion se encontraba mas concentrada
para que una vez se diluyera en el reactor se alcanzara la concentracion deseada del
ensayo). En este punto, se considero el tiempo inicial de la reaccion. Todos los ensayos

se realizaron por triplicado y a presion atmosférica (70,4 kPa). Para determinar la cinética
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de la reaccién, se tomaron muestras de 4 ml de slurry que contenian 0,3+0,05 g de
cascarilla de cebada pre-tratada en seis instantes, cuyo tiempo a partir del inicio de la
reaccion depende del ensayo particular. Las muestras se tomaron e inmediatamente se

congelaron, para detener la reaccién.

Condensador €¢———

N | =
H‘TT |
\ \ o
Resistencia interna

-

Agitador <——+_U_1

Figura 3-2. Esquema del reactor utilizado en el pre-tratamiento alcalino

Para el ensayo severo a nivel bajo se evaluaron tres etapas diferentes respecto al tiempo
total de reaccidn, la primera etapa fue 30 minutos como lo consideraba el planteamiento
del disefio experimental (Tabla 3-1), pero como se observard mas adelante este tiempo
fue insuficiente para alcanzar el equilibrio de la reaccion. Por lo tanto, se planted una
segunda etapa donde se ampli6 el tiempo hasta 2,5 horas, pero de nuevo se observé que
no se alcanz6 el equilibrio de la reaccion, haciendo necesario ampliar el tiempo de

residencia hasta un tiempo final de 10,5 horas (tercera etapa).

3.2.4 Seguimiento de lareaccién a través del tiempo

Las muestras se centrifugaron a 6000 rpm por 15 min en una Centrifuga Compacta Hermle
Z206A para separar el liquido del sélido pre-tratado. Al liquido se le determinaron los AX
extraidos, acido acético, compuestos furanos y fendlicos liberados por HPLC. Los AX
extraidos como azucares oligoméricos en el liquido se hidrolizaron hasta azlUcares
monomeéricos con HSO4 al 4% viv, 121°C por 30 min (Sluiter, Hames, Ruiz, Scarlata,
Sluiter, & Templeton, 2008). Debido a la coelucién de la xilosa, manosa y galactosa, estos

tres azlcares se reportan juntos en esta parte del estudio. El acido acético y los
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compuestos furanos y fenodlicos se cuantificaron como se describe mas adelante en la
seccion 3.2.11. El solido pre-tratado (WIS) solo se caracteriz6 al tiempo Gptimo de maximo

rendimiento de extraccion de los AX y al tiempo final de pre-tratamiento.

3.2.5 Analisis estadistico

Para el analisis estadistico, se tomaron dos modelos diferentes. El primer analisis se
realiz6 para los datos correspondientes a la cinética de reaccion en cuanto al rendimiento
de extraccion de AX, xilosa, arabinosa y glucosa, mediante un modelo de medidas
repetidas, teniendo en cuenta tres factores: grado (severo y moderado), nivel (alto y bajo)
y tiempo (7 niveles, to: tiempo inicial de la reaccidn y seis tiempos correspondientes a las
seis tomas de muestras) sobre los tres reactores, lo que totaliz6 84 observaciones. El
andlisis de los datos experimentales se realiz6 por andlisis de varianza ANOVA con un
nivel de significancia a=0.05 utilizando el sistema estadistico SAS 9.4® (SAS, 2012).

Para el segundo modelo se tuvieron en cuenta los datos de composicion en base seca
(porcentaje de celulosa, hemicelulosa y lignina &cido insoluble) de la caracterizacion de la
cascarilla de cebada sin pre-tratar y pre-tratada (WIS), mediante un disefio ortogonal
completamente al azar 2*2, en donde los factores fueron grado (severo y moderado) y nivel
(alto y bajo), bajo un andlisis de covarianza ANACOVA. Este andlisis buscé evaluar la
posible dependencia entre la composicién inicial de la biomasa sin pre-tratamiento
(covariable) y la composicion final después del pre-tratamiento, lo que permitira evaluar si
los resultados del pre-tratamiento eran funcién o no de la composicién inicial de la biomasa.
Para ello se realizaron 72 observaciones, las cuales se analizaron con un nivel de
significancia a=0,05, utilizando el sistema estadistico Statistix 10® version de prueba
(2018).

Finalmente, tanto para el ANOVA como para el ANCOVA se realizé la comparacion de

medias por la prueba de Tukey-Kramer y Scheffe, respectivamente.

3.2.6 Teoria del modelamiento para la cinética de extraccion

El modelo de Saeman (Saeman, 1945), se establecié bajo la suposicion de que las
reacciones que se producen durante la hidrolisis acida son reacciones irreversibles
pseudo-homogéneas de primer orden. El proceso puede expresarse, mediante las

Ecuaciones 3-1, 3-2 y 3-3:
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Donde:

ki=Constante de velocidad de polimeros a monémeros, (h™)
k.=Constante de velocidad de los monémeros a los productos de degradacién, (h™)

P, Cn= Concentraciones de los azucares poliméricos y monoméricos, (g/L)

Aunqgue en esta investigacion no se realizd un pre-tratamiento con acido, se evaluo si el
modelo cinético propuesto por Saeman, validado por Liu, Wang, & Wolcott, (2017) en el
pre-tratamiento de bisulfito acido sobre abetos de Douglas, podria ajustar y modelar los
xilo-oligosacaridos extraidos con NaOH sobre la cascarilla de cebada. El enfoque usado
fue el mas simple, donde la caracterizacion de los AX extraidos como oligomeros se realizo
mediante post-hidrélisis acida (seccidn 3.2.4). Bajo estas condiciones, los oligbmeros se
hidrolizan a monémeros sin su descomposicién posterior. Por lo tanto, puede determinarse
la cantidad total de oligosacaridos solubles. La post-hidrélisis es muy importante para el
andlisis completo de los balances de masa, especialmente para la auto-hidrolisis que
proporciona productos principalmente oligoméricos. Ademds, los datos sobre la post-
hidrdlisis contribuyen significativamente a una comprension fundamental del mecanismo

de hidrolisis de los polisacaridos (Negahdar, Delidovich, & Palkovits, 2016).

Los polimeros se reducen a azucares simples incluyendo glucosa, xilosa, manosa,
galactosa y arabinosa. Con base en esta reaccion y resolviendo las ecuaciones
diferenciales 3-2 y 3-3, las concentraciones de los monémeros (Cn) pueden representarse

como una funcién del tiempo (t), tal y como se presenta en la Ecuacion 3-4 y 3-5.

5 —— Q Q (3-4)

H — — 0 Q (3-5)
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Donde:

Cm=Concentracion de azucares monoméricos, (g/L)
Po=Concentracion inicial de polimero, (g/L)
Y= Rendimiento de azUcares monoméricos, en porcentaje (%)

Una vez que las constantes de reaccion (ki) se determinaron, pueden correlacionarse los
otros parametros cinéticos importantes con la temperatura, usando la ecuacion de

Arrhenius (Ecuacion 3-6).

N 60qQ (3-6)
Donde:

ki= constante de la velocidad de reaccion (i=1, 2 o 3), (min?)
A= factor pre-exponencial (i=1, 2 o 3), (min™)

E.=Energia de activacion, (J/mol)

R= Constante de los gases, 8,314 (J/mol/K)

T=temperatura, (K)

3.2.7 Extraccion de los arabinoxilanos

El slurry obtenido en el pre-tratamiento moderado-alto a 12 horas de reaccion, en el que
se obtuvo el mayor rendimiento de extraccion de los AX, se separ6 por centrifugacion en
una fraccion liquida y otra sdlida, usando una Centrifuga Compacta Hermle Z206A a 6000
rpm por 15 min. La fraccion liquida se sometio a dos precipitaciones selectivas para

separar la proteina y posteriormente los AX extraidos.

Para lograr la precipitacion de las proteinas solubles, el liquido se acidific6 con una
solucion de H2SO4 hasta alcanzar un pH de 3 (Vieira et al., 2014). Este valor de pH permitié
la precipitacion de las proteinas gracias al punto isoeléctrico, las cuales finalmente se
recuperaron por centrifugacion. El sobrenadante que aun contenia los AX solubles y parte
de la lignina degradada en forma principalmente de compuestos fendlicos, se separ6 a
través de un proceso de precipitacion con etanol azeotrépico y metanol. Este proceso
permite separar los AX extraidos en el precipitado formado y solubilizar los compuestos

fendlicos.
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La cantidad de alcohol adicionado en proporciones volumétricas se realiz6 segun los
reportes de la literatura, en los cuales las proporciones pueden variar desde 1:3 hasta 1:5
(Escarnot, Aguedo, & Paquot, 2011; Reis, Coelho, Coimbra, & Abu-Ghannam, 2015b; Li et
al., 2016). En este ensayo se evaluaron entonces dos solventes: etanol y metanol (95%)
en proporciones que variaron de 1:1 hasta 1:6, dejando la reaccion por 12 horas en

refrigeracion a 4°C, para favorecer la precipitacion de los polisacaridos.

3.2.8 Caracterizacion de los arabinoxilanos extraidos

A Determinacion de azlcares neutros por cromatografia de gases

Los monosacaridos que componen la fraccion de AX extraidos se pre-hidrolizaron en 0,2
ml de H2SO4 al 72% (p/p) por 3 h a temperatura ambiente, seguido de hidrélisis con H,SO4
1 M a 100°C por 2,5 h. Los azlcares neutros liberados se analizaron posteriormente como
sus acetatos de alditol por cromatografia de gases (GC) con un detector de ionizacion de

flama (FID). Las hidrdlisis de todas las fracciones se realizaron por duplicado.

A Determinacion de acidos urénicos
Los acidos urénicos se cuantificaron por el método colorimétrico 3-fenil fenol (Coimbra,
Delgadillo, Waldron, & Selvendran, 1996), después de que los AX extraidos se pre-
hidrolizaron en 0,2 ml de H,S0O4 al 72% (p/p) por 3 h a temperatura ambiente, seguido de
hidrélisis con H,SO4 1 M a 100°C por 2,5 h.

A Determinacion de enlaces glucosidicos

Los enlaces glucosidicos se determinaron por cromatografia de gases y espectrometria de
masas (ESI-MS) de los acetatos de alditol parcialmente metilados, usando CHsl como
reactivo de metilacion (Coelho, Rocha, Saraiva, & Coimbra, 2014). La metilacién de todas

las fracciones se realiz6 por duplicado.

El grado de ramificacion (DB) se calculé como la relacion entre los puntos de ramificacion
en los residuos de Xyl sustituidos y la cantidad total de Xyl: [XYlsubst/ XYliota)], donde la Xylsubst
fue la suma de (2,4-Xyl+3,4-Xyl+2*2,3,4-Xyl).
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3.2.9 Hidrdlisis enzimatica

Para la hidrolisis enzimética se contdé con seis enzimas puras de la casa comercial
Megazymes. Su actividad especifica y principales caracteristicas, se describen en la Tabla

3-2 y sus fichas técnicas se presentan en el Anexo A.

Tabla 3-2. Caracteristicas principales de las enzimas comerciales puras estudiadas

. . , . L o pH
No. Enzima Microorganismo |Familia| T 6ptima (°C) 6ptimo
Neocallimastix 50°C (10 min
1 , patriciarum GH11 reaccion) 6,0-6,5
endo-1,4-b-Xilanasa Cellvibrio 60°C (10 min
2 japonicus GH10 reaccién) 5,0
Bifidobacterium
3 a-L-Arabinofuranosidasa adolescentis GH43 n.r. 5,5-6,0
4 Aspergillus niger GH51 n.r. 4,0
Selenomonas
5 |b-D-Xilosidasa ruminantium GH43 50 5,0
Geobacillus
6 |a-Glucuronidasa stearothermophilus GH67 70 7,0

n.r. no reportado en la ficha técnica

Los AX extraidos del ensayo moderado-nivel alto a las 12 horas de reaccion, se separaron
del medio liquido como se describi6 en la seccién 3.2.7, convirtiéendose en el sustrato para
la hidrélisis enzimética. La reaccion se adecudé a una concentracion de 1 g/L en buffer
succinato de sodio 100 mM pH 5,5 a una temperatura de 40°C. La temperatura de la
reaccion se establecié como un balance de las temperaturas 6ptimas de las seis enzimas
puras evaluadas, teniendo en cuenta tanto el valor 6ptimo reportada en la ficha técnica de
las enzimas, como lo referentes de la literatura para este tipo de reacciones enzimaticas
(Xiros et al., 2011, Rasmussen, Xu, Sgrensen, Nielsen, & Meyer, 2012, Mccleary et al.,
2015). Para el pH se tomd la referencia del estudio de Mccleary et al., (2015) que se

presenta en la Figura 3-3.

En la Figura 3-3 se observa que la endo-1,4-b-xilanasa de N. patriciarum (Np XYLase), b-
xilosidasa de Selenomonas ruminantium (Sr XOSase) y la a-L-arabinofuranosidasa de
Bifidobacterium adolescentis (Ba AFase) tienen el 100% de actividad a pH 5,5, la a-L-
arabinofuranosidasa de Aspergillus niger (An AFase) tiene aproximadamente el 40% de su
actividad, ya que su pH 6ptimo es 4 y la a-L-arabinofuranosidasa de U. maydis no se utilizé

en estos ensayos.
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Figura 3-3. pH 6ptimo para las diferentes actividades enzimaticas empleadas en el
ensayo de hidrélisis enziméatica. a-L-Arabinofuranosidasa de Aspergillus niger (An
AFase), a-L-Arabinofuranosidasa de U. maydis (Um AFase), a-L-Arabinofuranosidasa de
Bifidobacterium adolescentis (Ba AFase), b-xilosidasa de Selenomonas ruminantium (Sr
XOSase) y endo-1,4-b-xilanasa de N. patriciarum (Np XYLase)

Reproducido de Carbohydrate Research, volumen No. 407, autores: Barry V. McCleary, Vincent A.
McKie, Anna Draga, Edward Rooney, David Mangan, Jennifer Larkin, Hydrolysis of wheat flour
arabinoxylan, acid-debranched wheat flour arabinoxylan and arabino-xylo-oligosaccharides by b-
xylanase, a-L-arabinofuranosidase and b-xylosidase, pagina 93, Copyright 2018, con permiso de
Elsevier [4340600382629]

A Ensayo de efecto sinérgico entre las enzimas

La primera etapa del estudio contemplé la variacién en la adicion de una o dos enzimas en
la mezcla de reaccion total, a una dosis fija de 0,2 mg de mezcla de enzimas-proteinal/g
AX potencial. En la Tabla 3-3 se presenta la nomenclatura y definicion de las enzimas
presentes en cada ensayo. El objetivo de la variacion en la adicién de una o dos enzimas
fue observar la sinergia entre las diferentes actividades enziméticas especificas, respecto
a las diferentes familias que se tenian para dos de las actividades especificas generales:

endo-1,4-b-xilanasas y a-L-arabinofuranosidasas.
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Tabla 3-3. Definicion de la adicidén de las enzimas y nomenclatura de los ensayos
llevados a cabo para evaluar el efecto sinérgico.

Adicién de Nomenclatura Definicién de las enzimas presentes en el
las enzimas del ensayo ensayo
Todas | Todas las enzimas
I Todas las enzimas menos endo-1,4-b-xilanasa
(GH11)
_ I Todas las enzimas menos endo-1,4-b-xilanasa
Sin una (GH10)
enzima IV Todas las enzimas menos a-L-

arabinofuranosidasa (GH43)
Todas las enzimas menos a-L-

v arabinofuranosidasa (GH51)
VI Todas las enzimas menos endo-1,4-b-xilanasa
(GH11) y a-L-arabinofuranosidasa (GH43)
VI Todas las enzimas_ menos en_do—1,4—b—xilanasa
Sin dos (GH11) y a-L-arabinofuranosidasa (GH51)
enzimas VI Todas las enzimas menos endo-1,4-b-xilanasa
(GH10) y a-L-arabinofuranosidasa (GH43)
IX Todas las enzimas menos endo-1,4-b-xilanasa

(GH10) y a-L-arabinofuranosidasa (GH51)

En la Tabla 3-4 se presenta el porcentaje de combinacién de las enzimas que se

adicionaron para este ensayo.

Tabla 3-4. Porcentaje de combinacion de las enzimas utilizadas para evaluar la sinergia
entre las enzimas puras

. . Porcentaje de
No. Enzima Familia combinacion (%)
1 endo-1,4-b-Xilanasa GH11 34
2 GH10 37,2
3 a-L-Arabinofuranosidasa GH43 83
4 GH51 15,0
5 | b-D-Xilosidasa GHA43 48
6 |a-Glucuronidasa GH67 31,4

Para estos ensayos se realiz6 una curva de progreso dividida en dos etapas, la primera
etapa cubri6 el seguimiento de la reaccion desde el tiempo cero hasta los 90 minutos de
reaccion tomando muestras a los 10, 20, 40, 60 y 90 minutos y la segunda etapa dejando

la reaccién hasta las 48 horas, tomando muestras después de los 90 minutos a las 4, 18,
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24 y 48 horas. Todos los ensayos se realizaron por duplicado y la diferencia de medias se

evaluo estadisticamente por prueba de Tukey.

3.2.10 Fermentacion

A Microorganismo
Para la fermentacion se utilizé la cepa Candida guilliermondii FT1 20037, considerada como

un microorganismo promisorio para la conversion de xilosa a xilitol.

A Produccion de inéculo

Para preparar el in6culo se tomé una asada de células reactivadas en agar YPG por 48
horas a 30°C que se transfirieron a un matraz Erlenmeyer de 250 mL, el cual contenia 100
mL de un medio compuesto por (g/L): xilosa (20), (NH4)2S04 (3), CaCl,.2H-0 (0,1), KH2PO4
(2), extracto de levadura (4) y MgS04.7H20 (0,4). El inéculo se incubo a 30°C y 200 rpm
por 24 horas, las células se separaron posteriormente por centrifugacion a 8000 rpm por
15 min en una centrifuga en una centrifuga Sorvall RC 6 Plus Thermo Scientific Co

(Waltham, MA, USA) y se suspendieron en solucion salina (0,85%).

A Fermentacion en reactores de 1 L

La fermentacion se llevo a cabo en reactores de tanque agitado de 1 L Biostat® Bplus
(Sartorius Stedim Biotech, Alemania) que contenian 0,6 L de medio concentrado, previa
hidrolisis enzimatica de los AX provenientes de la cascarilla de cebada a una concentracion
(g/L) de xilosa (81,4) y arabinosa (32,8) por duplicado e inoculados con 1 g/L de células.
El fermentador estaba equipado con un agitador con dos impulsores de seis paletas planas
condisco. La temperatura se ajustd y mantuvo a 30°C durante todo el ensayo. La velocidad
de agitacion se parametrizé a 300 rpm y el flujo de aire se ajusté a 1,35 vvm, como la
aireacion adecuada en el sustrato para obtener un valor inicial de k.a de 15h. En todos
los experimentos el pH inicial se ajusté a 5,5 y se monitoredé a lo largo de toda la
fermentacion. Las muestras se tomaron periddicamente para determinar las

concentraciones de azUcares, metabolitos extracelulares y biomasa.
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A Determinacién de kia, método dindmico
Para determinar el kia (h?), el oxigeno disuelto en el medio antes de la inoculacién se
midié mediante un electrodo polarografico Ingold calibrado, usando el método indirecto (sin

microorganismos). El k a se calculé mediante las Ecuaciones 3-7 y 3-8:
— QHI6 B (3-7)
QOD aE—— (3-8)

Donde C. y Cs son las concentraciones (mg/L) de oxigeno en el seno de la fase liquida y
la saturacion, respectivamente, y C (mg/L) es la concentracion de oxigeno disuelto a

tiempo t (h). La pendiente de la linea recta corresponde al kia (Anexo B).

3.2.11 Métodos analiticos

A Determinacion de azlcares, acido acético y xilitol por cromatografia
liquida

Los azlcares neutros y el acido acético se determinaron por HPLC en un cromatégrafo

Dionex UltiMate 3000 (Thermo Scientific, USA) equipado con un detector Shodex RI-101

(Showa Denko K.K., Japan) y una columna Aminex HPX-87H (300 mm x 7,8 mm; Bio-Rad,

Hércules, CA, USA) a 65°C. La fase movil fue acido sulfarico 5 mM, a un flujo de 0,5 mL/min

y una inyeccién de muestra de 20 ni..

A Determinacién de inhibidores de fermentacion

Los compuestos fendlicos y derivados del furano se determinaron por HPLC en un
cromatdgrafo Dionex UltiMate 3000 (Thermo Scientific, USA) equipado con un detector UV
a una longitud de onda de 270 nm y una columna Chromolith C18 marca Merck a 30°C. La
fase movil fue una mezcla de agua, metanol y acido acético, a un flujo de 2 mL/min, usando
un gradiente de t=0 min 100% fase mavil, t=9 min 40% metanol y 60% fase mdvil, t=10 min

40% metanol y 60% fase mévil y t=12 min 100% fase movil.

A Cuantificacion de biomasa
La concentracion celular se determiné por andlisis espectrofotométrico a 600 nm. La
conversion a peso seco se realizO mediante la densidad Optica usando una curva de

calibracion (Anexo C).
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3.3 Resultados y discusion de resultados

3.3.1 Caracterizacion de la cascarilla de cebada

En la Tabla 3-5, se presenta la caracterizacion de la cascarilla de cebada proveniente de
la cerveceria Bavaria S.A. La cascarilla de cebada fresca tuvo una humedad de
79,86+0,94%.

Tabla 3-5. Composicion de la cascarilla de cebada proveniente de la cerveceria Bavaria
S.A. (materia seca, %)

Componente Contenido (%
en base seca)
Glucanos 18,36
Celulosa 17,15+ 1,82
Almidén 1,21 +0,05
Hemicelulosa 25,13
Xilano 16,21 £1,13
Galactano 1,35+1,82
Arabinano 7,22 + 0,61
Manano 0,36 £ 0,02
Lignina 16,69
Acido insoluble 12,70 £ 0,69
Acido soluble 4,22 +0,14
Extraibles 22,58
Acuosos 9,26 + 0,61
Organicos 13,32 £ 0,36
Grupos acetilo 0,55 + 0,0008
Proteinas 14,50 + 0,07
Cenizas totales 3,93+0,04

Como se observa en la Tabla 3-5, la cascarilla de cebada esta compuesta por 18,36% de
glucanos, distribuidos en 93,4% de celulosa y 6,6% de almidon. La fraccion de
hemicelulosa fue 25,13% distribuida principalmente en xilano (16,21%), arabinano (7,22%)
y galactano (1,35%), lo cual corrobora el caracter arabinoxilano de la hemicelulosa de esta

biomasa y arroja un potencial de produccion total de xilosa de 18,42%.
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El contenido total de la lignina fue 16,69% del peso seco, distribuido en 76,1% de acido-
insoluble y 23,9% de acido-soluble. Las cenizas totales fueron 3,93% y los grupos acetilo
0,55%.

Vale la pena resaltar que esta biomasa tiene un contenido de extraibles acuosos y
organicos de 22,58% de la materia prima. En los extractivos acuosos se detectaron
principalmente oligdmeros de glucosa (1,11%) y cantidades traza de xilosa, arabinosa y

galactosa.

La cascarilla de cebada al ser un co-producto industrial que no tiene las caracteristicas
propiamente estructurales de un material lignocelulésico, presenté cantidades importantes
de proteina en su estructura. Esta proteina correspondié a un total de 18,73%, pero

corregida por los extractivos fue 14,50%.

En la Tabla 3-6 se presenta la caracterizacién respecto al contenido de metales. El
contenido de cobre, hiero, manganeso, zinc encontrados en la cascarilla de la cerveceria
colombiana fue menor que el reportado para la cascarilla proveniente de una micro
cerveceria en Brasil: 18,0 (Cu), 193,4 (Fe), 51,4 (Mn), 178,0 (Zn) mg/kg (Mussatto &
Roberto, 2006). Aunque en este andlisis no se determiné el silicio, Mussatto & Roberto,
(2006) reportaron que las cenizas de la cascarilla de cebada son ricas en silicio (1,074%),
aunque también presentan altos contenidos en fosforo y calcio, como se encontré en este

estudio.

Tabla 3-6. Analisis elemental de la cascarilla de cebada proveniente de la cerveceria

Bavaria S.A.
Contenido Contenido
Elemento (% en peso) Elemento (ma/kg)
N 3,24 Cu 11,5
P 0,53 Fe 138
Ca 0,34 Mn 33,8
K 0,04 Zn 101
Mg 0,15 B 3,46

3.3.2 Pre-tratamiento alcalino

El seguimiento del pre-tratamiento alcalino de la cascarilla de cebada a través del tiempo
se midi6 a través de la variable de respuesta: rendimiento de extraccion de azUcares

potenciales, que se cuantificaron para la glucosa, xilosa+galactosa+tmanosa, arabinosa y
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AX (xilosa+galactosa+manosa+arabinosa) extraidos en el medio liquido, expresados como
se describe en la Ecuacién 3-9.

YOE Q06 Q@D E & QE@G G 08 6 Q¢ (UGDHINGICOeN 0
D1 OO 660D dE QE &
Qo aR D §d G ¢ oD €0 & & 6 00 E
T HEED 0 Rm Mel GondRdean P

(3-9)
En la Figuras 3-4 a 3-7 se presentan las curvas obtenidas para el seguimiento de la

reaccién de los cuatro ensayos propuestos.

El ensayo grado severo-nivel bajo se dividié en tres etapas de acuerdo con el tiempo de
reaccion: 30 min, 2,5y 10,5 horas. La primera etapa, correspondio al tiempo de residencia
de 30 minutos contemplado inicialmente en el disefio experimental (Tabla 3-1). Sin
embargo, a este tiempo, no se alcanzé una fase de equilibrio para la extraccion de xilosa
0 arabinosa, mostrando que este tiempo no era suficiente para la extraccién (notable
tendencia de comportamiento lineal para estos dos azlcares). La segunda etapa se evalué
hasta 2,5 horas, a esta nueva condicién se pierde la linealidad de la curva y se observé
gue la reaccién comienza a estabilizarse para la extraccion tanto de xilosa como de
arabinosa (datos no mostrados), aungque aun no se logra definir claramente esta zona. En

la Gltima etapa, la reaccion se dejo hasta las 10,5 horas, Figura 3-4.
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Figura 3-4. Rendimiento de extraccion de los azlcares a través del tiempo para el
ensayo grado severo, nivel bajo, a 10,5 horas de reaccion
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En la figura 3-4 se observéd que la reaccion sigue aumentando desde las 2,5 horas hasta
aproximadamente las 6,5 horas, sin embargo, a partir de las 6,5 hasta las 10,5 horas se
evidencio mas claramente la zona de equilibrio. EI maximo rendimiento de xilosa y
arabinosa fue de 39,55 y 53,07% respectivamente. Para la glucosa se observé un punto

maximo (7,15%), una zona de equilibrio y una ligera degradacién a través del tiempo.

La Figura 3-5 presenta el seguimiento de la reaccion para la extraccion de los azucares en
el ensayo severo, nivel alto. A los 20 minutos de reaccidn se observa el punto maximo de
extraccion para la arabinosa (74,97%) y este se mantiene aproximadamente estable hasta
las 2 horas, con una leve degradacién en el tiempo final. El rendimiento maximo de xilosa
se alcanz6 a los 40 minutos con un porcentaje de 20,06% y posteriormente comenzé a
degradarse hasta un rendimiento de 10% al final del periodo de extraccion. La glucosa se
extrajo muy poco, alcanzandose tan solo 1% de rendimiento maximo, valor que se reduce

hasta el final del ensayo.
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Figura 3-5. Rendimiento de extraccion de los azlcares a través del tiempo para el
ensayo grado severo, nivel alto a 2 horas de reaccion

En la Figura 3-6 se observa el seguimiento para el ensayo moderado, nivel bajo. A las 2
horas de reaccién empieza a observarse la estabilizacién de la curva de extraccion tanto
para la arabinosa como para la xilosa, el rendimiento maximo se obtuvo luego de 8 horas,
encontrandose rendimientos semejantes para la xilosa y arabinosa: 54,02% y 51,11%,

respectivamente. Después de este tiempo se observa una ligera degradacion de los
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azucares. En cuanto a la glucosa se encontré un rendimiento maximo de 13,83% a las 2
horas de reaccion. Posteriormente este azlUcar se comienza a degradar, tal que el
rendimiento se reduce aproximadamente hasta 9%.
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Figura 3-6. Rendimiento de extraccion de los azlcares a través del tiempo para el
ensayo grado moderado, nivel bajo a 12 horas de reaccion

En la Figura 3-7 se observa el méximo rendimiento de extraccion de
xilosa+galactosa+manosa, arabinosa y glucosa a las 12 horas de reaccién. Se alcanzé

63,92, 76,09 y 5,03% respectivamente. Después de este tiempo se observa una ligera
degradacion, que es mayor para la xilosa.
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Figura 3-7. Rendimiento de extraccion de los azlcares a través del tiempo para el
ensayo grado moderado, nivel alto a 24 horas de reaccion
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En resumen, los resultados para la cinética de extraccion de los xilo-oligosacaridos y gluco-
oligosacaridos de la cascarilla de cebada pre-tratada con NaOH, se presenta la Figura 3-
8. En esta figura se observa que el maximo rendimiento de gluco-oligosacaridos se obtuvo
para el ensayo moderado, nivel bajo a las 2 horas de reaccién con un porcentaje de
13,83%. El maximo rendimiento de xilo-oligosacaridos se obtuvo para el ensayo moderado
nivel alto a las 12 horas de reaccion con 64,81%, seguido del ensayo moderado nivel bajo
con 53,04% a las 8 horas de reaccion, aunque cabe destacar que desde las 2 horas se
alcanzo un rendimiento del 50,92% para este mismo ensayo. Los rendimientos obtenidos
para el ensayo severo, tanto nivel bajo como alto, estuvieron semejantes entre si con
porcentajes del 44,10 y 41,25% respectivamente, la diferencia entre ellos correspondio

principalmente al tiempo: 10,5 horas para el ensayo severo-bajo y tan solo 40 minutos para
el ensayo severo-alto.
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Figura 3-8. Rendimiento maximo de extraccién de glucosa (barras naranjas),
xilosa+galactosa+manosa (barras amarillas), arabinosa (barras verdes) y AX: suma de
xilosa+galactosa+manosa+arabinosa (barras cafés)

Si se realiza un analisis de cada uno de los azlcares principales que componen a los xilo-
oligosacéridos extraidos, se observa que para la xilosa la tendencia de una mayor
extraccion en el ensayo moderado-alto se conserva (63,92%), seguido del ensayo
moderado-bajo (54,02%), pero se observa un cambio en el rendimiento en los ensayos a

condiciones severas. La xilosa se recupera mas en el ensayo a nivel bajo (39,55%) que en
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el nivel alto (20,06%), lo que supone una mayor degradacién de la xilosa extraida en el
tratamiento realizado a una mayor temperatura (90°C). En cuanto al rendimiento de
arabinosa se encontraron valores semejantes para los dos ensayos a nivel alto (76%) y

valores semejantes para el nivel bajo (51-53%).

Las pérdidas observadas pueden ser causadas por la degradacion de los carbohidratos
debido al peeling y a las reacciones stopping hasta la formacién de acidos carboxilicos,
reacciones gue son similares durante el pulpeo alcalino (Sjostrom, 1993; Laine et al.,
2015). La degradacion de los azucares también puede deberse a las reacciones de
Maillard que pueden ocurrir en el medio por la presencia de proteinas y azucares
reductores que se desencadenan por el calor y las condiciones acidas/basicas del medio
(Chiesa & Gnansounou, 2011).

Los resultados que se obtuvieron en esta etapa coinciden con lo reportado por Wilkinson
etal. (2014), quienes encontraron una liberacion de 259,6 mg de xilosa/g de biomasa luego
de 12 horas de tratamiento a 50°C con una solucién a 5% de NaOH y una relacién de
sélidos de 25% p/v. Laine et al., (2015) reportaron la extracciéon a condiciones de 20°C, 1
M NaOH por 1 h de los AX de la cascarilla de cebada, encontrandose en el liquido de
extraccion 6,6% de xilosa y 3,3% de arabinosa, principalmente como poli y oligosacaridos,
lo que correspondi6 a un rendimiento inferior al 50%. Vieira et al., (2014) lograron remover
hasta el 75-82% de los AX de la cascarilla de cebada con tres extracciones secuenciales
usando soluciones de KOH desde 0,5 M, 1 M hasta 4 M por tiempos que podian variar

entre 2 h a 40°C o 24 horas a temperatura ambiente.

El resultado del ANOVA, muestra que para la variable de respuesta rendimiento de xilosa
(YXil), arabinosa (YAra), AX (YAX) y glucosa (YGIc) expresado en porcentaje, la
interaccion de segundo orden (grado*nivel*tiempo) fue altamente significativa (p-
valor<0,05). Es decir, que los tres factores evaluados en el pre-tratamiento son
dependientes e influyen en los cuatro rendimientos evaluados en el proceso de extraccion
(Anexo D).

El andlisis de comparaciones multiples se realiz6 por la prueba de Tukey-Kramer, este
mostré que las diferencias entre medias para el rendimiento de xilosa fueron
estadisticamente significativas solo para el ensayo moderado nivel alto. Para este los

primeros tiempos: 0, 4 y 8 horas fueron iguales entre si, pero diferentes de los tiempos 12,
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16, 20 y 24 horas. Lo cual corrobora que el mayor rendimiento de xilosa se obtuvo a las 12
horas de reaccion (tiempo 3), aunque estadisticamente el tiempo de las 16, 20 y 24 h son
iguales respecto al tiempo de las 12 horas, 6sea que después de las 12 horas el

rendimiento no cambia significativamente y la reaccion alcanzé su equilibrio.

Para el rendimiento de arabinosa la diferencia entre medias fue estadisticamente
significativa solo para el ensayo severo nivel alto. En los restantes tres ensayos al menos
se encontrd una diferencia. Para el ensayo severo nivel bajo se encontré que el tiempo 0
versus el tiempo 10,5 h fue diferente de los demas (a tiempo de 10,5 h, se encontré el
rendimiento maximo de arabinosa), para el ensayo moderado nivel bajo, se encontré que
al menos el tiempo 0 fue diferente del tiempo 8 h (rendimiento maximo) y para el ensayo
moderado nivel alto, se encontré que los tiempos 0, 4 y 16 h fueron iguales, pero

estadisticamente diferentes de los tiempos (8, 12, 16, 20y 24 h).

En cuanto al rendimiento de AX se encontré por la prueba de Tukey-Kramer que los
ensayos a nivel bajo, tanto moderado como severo no fueron estadisticamente diferentes.
En el ensayo severo alto se encontrd al menos una diferencia de medias entre los tiempos
40 minutos y 2 horas, para el ensayo moderado nivel alto se encontraron tres zonas; el
tiempo 0 y 4 horas fueron diferentes de los tiempos a las 12, 16 y 20 h y estos a su vez

fueron diferentes de los tiempos 8 y 24 horas.

Para las diferencias entre medias para el rendimiento de glucosa, se encontré que
solamente el ensayo moderado nivel bajo presento diferencias significativas en el tiempo,
los tiempos 0 y 8 horas fueron iguales, pero diferentes del tiempo 2 y 6 horas y estos a su

vez iguales pero diferentes del tiempo 10 y 12 horas.

Adicionalmente, en la Figura 3-9 (A), se presentan los rendimientos de xilosa en funcién
de la temperatura y la concentracion de NaOH. Los rendimientos maximos de xilosa se
obtuvieron para las temperaturas mas bajas (30 y 40°C) y las concentraciones de NaOH
mas altas (1,5 y 4M). El Unico rendimiento que estuvo por debajo de 40% correspondié a

la temperatura mas alta (90°C) y una concentraciéon de NaOH de 1 M.
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Figura 3-9. Rendimiento maximo de xil+gal+man en funcion de las variables del disefio
experimental: concentracion NaOH, temperatura y agitacion
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La relacién entre la temperatura y la agitacion, se muestra en la Figura 3-9 (B). Alli se
evidencia que el mayor rendimiento de xilosa se encontré para la maxima velocidad de
agitacion 360 rpm a la temperatura de 40°C, aunque los valores intermedios se
encontraron para la menor agitaciéon (280 rpm) y las temperaturas intermedias (30 y 60°C).
El valor minimo de rendimiento correspondié a la maxima agitacion: 360 rpm y la

temperatura mas alta (90°C).

Por ultimo, en la Figura 3-9 (C) se muestra la correlacién entre la concentraciéon de NaOH
y la agitacion. Se observa que el maximo rendimiento se encontré para la maxima
concentracion de soda (4 M) y la maxima velocidad de agitacion (360 rpm), mientras que
los rendimientos intermedios se encontraron para la minima agitacién (280 rpm) y la
concentracion de NaOH minima (0,1 M) e intermedia (1,5 M). EI menor rendimiento se
hallé para la maxima agitacion y la concentracion de 1 M. Por lo tanto, la agitacion no tiene
un efecto significativo en estos resultados, si se compara con la concentracién de la soda

y la temperatura.

El comportamiento de estas tres variables en funcién del rendimiento de arabinosa y AX,
se presentan en el Anexo E. De estas relaciones, puede concluirse que la liberacion de
arabinosa se ve favorecida a las condiciones més extremas de temperatura, agitacion y
concentracion de NaOH, mientras que los AX presentan un comportamiento semejante a

la xilosa.

3.3.3 Seguimiento de extraccion de los grupos acetilo a través del
tiempo

La hidrdlisis alcalina ademas de extraer la hemicelulosa, también remueve efectivamente

los grupos acetilo y las sustituciones de los acidos urénicos de esta fraccion. Por lo tanto,

la superficie de la hemicelulosa se vuelve mas accesible a las enzimas hidroliticas.

En la Figura 3-10, se presenta la liberacion de los grupos acetilo, expresados como 4cido
acético, a través del tiempo para los cuatro ensayos realizados. Comparando el ensayo
severo y moderado a nivel bajo (ya que ambos presentan la misma carga de sélido), se
observa que en el primero se logra extraer una mayor porcién de los grupos acetilo de la
hemicelulosa. Para el ensayo severo-bajo se obtiene un maximo de 0,63 g/L de acido

acético a los 45 minutos de reaccién mientras que para el ensayo moderado-bajo 0,42 g/L
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a las 2 horas de reaccion. Por lo tanto, entre estos dos ensayos la temperatura tuvo una

mayor influencia en la extraccion de los grupos acetilo.

En cuanto a los ensayos a nivel alto, la mayor concentracién se obtuvo para el ensayo
severo, 1,02 g/L a las 2 horas de reaccién, mientras que para el ensayo moderado fue 0,84
g/L alas 12 horas de reaccion. De nuevo el efecto de la temperatura fue mayor que el de
la concentracion de NaOH para retirar un mayor porcentaje de los grupos acetilo, asi como

se encontré para el nivel bajo.

Para los ensayos del grado moderado tanto para el nivel bajo como alto se alcanzé a
encontrar un equilibrio de la liberacion de los grupos acetilo en los tiempos de reaccion
evaluados, mientras que para los ensayos a condiciones severas no se alcanz6 una zona

de equilibrio.

En el ensayo severo-alto se observé un incremento de la liberacién de grupos acetilo con
el tiempo, sin lograrse su estabilizacion luego de 2 horas. Para el ensayo severo-bajo,
aungue se observé una estabilizacion de la curva desde los 45 minutos hasta las 5,5 horas,
después de este tiempo se evidencié un aumento de liberacion de los grupos acetilo hasta

las 10,5 horas.
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Figura 3-10. Cinética de la liberacion de los grupos acetilo (expresados como 4cido acético) extraidos
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3.3.4 Cinética de extraccion

En las Figuras 3-11 a 3-12 se presentan la concentracion de los AX extraidos en el liquido
de pre-tratamiento junto con las curvas ajustadas aplicando el modelo de Saeman, para
los cuatro ensayos realizados. En el Anexo F se presentan, adicionalmente, las curvas y
el ajuste para los azticares monoméricos por separado: xilosa y arabinosa. El mejor ajuste

para el modelo de Saeman se obtuvo minimizando la suma de los cuadrados del error
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Figura 3-11. Datos experimentales de la concentracion de AX extraidos en el liquido de
pre-tratamiento y datos predichos por el modelo de Saeman para los ensayos (A) Severo
nivel bajo y (B) Severo nivel alto
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Figura 3-12. Datos experimentales de la concentracion de AX extraidos en el liquido de
pre-tratamiento y datos predichos por el modelo de Saeman para los ensayos (C)
Moderado nivel bajo y (D) Moderado nivel alto

En la Tabla 3-7, se presenta el resumen de los valores de las constantes cinéticas
obtenidas y el error del ajuste del modelo de Saeman a los datos experimentales. Para los
AX, xilosa+galactosa+manosa y arabinosa, asi como el tiempo al cual el modelo de

Saeman, predice el mayor rendimiento de extraccion.
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Tabla 3-7. Constantes de la velocidad de reaccion, error y tiempo maximo de rendimiento
predichos para el modelo de Saeman

Nomenclatura del ensayo . Severo - Moderado
Bajo Alto Bajo Alto
Tipo de azucar/ tiempo tiempo tiempo tiempo
Constantes oinéticas | Xt | k2 (h)p ki | ke (h)IO ki | ke (h)IO ki |k (h)p
AX 0,17/0,112| 7,15 |1,26/0,97| 0,88 |0,20]/0,08] 7,40 |0,09|/0,03| 17,60
Xilosa+galactosa+manosa |0,15/0,12| 7,35 |1,20|2,50| 0,56 |0,20|0,08| 7,60 |0,07|0,03| 21,00
Arabinosa 0,22/0,09| 695 |3,02|0,25| 0,89 |0,19]/0,09] 7,70 |0,24|0,01| 13,60

La ecuacién de Arrhenius para los AX extraidos en el pre-tratamiento alcalino se ajustaron
a una linea recta como se observa en la Figura 3-13, a excepcién de la temperatura de
30°C.
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T o L5 y =-7961,1x + 21,835
i ) y =-6001,1x + 16,599 i ») R2 = 10,9952
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Figura 3-13. Ajuste de la ecuacién de Arrhenius para las constantes cinéticas (A) k1 y (B)
k2 encontradas con el modelo de Saeman para la extraccion de los AX mediante el pre-
tratamiento alcalino a las temperaturas 40, 60 y 90°C

En la Tabla 3-8 se presenta el resumen de la energia de activacion y del factor pre-
exponencial de la ecuacion de Arrhenius para tres de los cuatro ensayos propuestos.
Aunque los datos para el ensayo moderado nivel bajo a 30°C se ajustaron al modelo de
Saeman, sus constantes cinéticas no se pudieron linealizar para obtener los parametros
de la ecuacién de Arrhenius. La mayor energia de activacion se obtuvo para la xilosa en
comparaciéon con la arabinosa y la tendencia mostro que ky fue superior a ki. El
conocimiento de la termodindmica y cinética de reacciones es necesaria para la

comprension fisico-quimica de los procesos cataliticos, asi el valor de las constantes
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cinéticas predichas en los modelos es esencial para el disefio adecuado del reactor y el
proceso (Murzin, 2013).

Tabla 3-8. Energia de activacion para cada tipo de azlcar extraido en el pre-tratamiento
alcalino, mediante la ley de Arrhenius a las temperaturas 40, 60 y 90°C

Tipo de azlcar Constantes cinéticas | Ea (KJ mol?) | Ln Ai R?2

AX K1 49,89 16,60 0,95
ko 66,19 21,83 1,00

Xilosa+galactosa+manosa Ka 55,46 18,42 0,97
Ko 83,40 28,38 0,98

Arabinosa ki 50,21 17,39 0,79
ko 58,49 18,19 0,93

3.3.5 Extraccién de proteina

En la Figura 3-14 se presenta la caracterizacion de la fraccién de proteina total para la
cascarilla de cebada original y pre-tratada con NaOH al tiempo final de cada ensayo. Como
se observa, el tratamiento con NaOH fue efectivo en remover la proteina de la cascarilla
de cebada residual del proceso cervecero, para todos los ensayos evaluados. Para el
ensayo severo nivel bajo se obtuvo el mayor contenido de proteina residual después del
pre-tratamiento, con valor de 3,7% a las 10,5 h. Para el ensayo severo nivel alto y
moderado nivel bajo se obtuvieron porcentajes de proteina semejantes de 2,4y 2,5% a las
2 y 12 h respectivamente. Para el ensayo moderado nivel alto se obtuvo el menor
porcentaje de proteina 1,9% en la biomasa pre-tratada a las 24 h de reaccién. Los cuatro
tratamientos fueron efectivos en extraer las proteinas y no se observaron diferencias
significativas entre ellos. Podria destacarse el segundo ensayo a condiciones severas-
altas en donde en tan solo dos horas se alcanzé un alto porcentaje de extraccién,

semejante al resto de ensayos, solo que estos tardaron 10 horas o més.

Vieira et al. (2014) lograron extraer el 82-85% de las proteinas totales de la cascarilla de
cebada en un proceso integrado mediante etapas secuenciales de extraccion alcalina,
incrementado la concentracién de soda desde 0,1 M, 0,5 M hasta 4 M por 24 horas de
reaccidén a temperatura ambiente. De manera semejante, Laine et al., (2015) reportd que
la cascarilla de cebada sin pre-tratamiento tenia un contenido total de 22,5% de proteinas
y después del pre-tratamiento alcalino con 1 M NaOH por 1 hora a temperatura ambiente

este valor disminuy6 a 1,8%.
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Figura 3-14. Proteina total en base seca de la biomasa original y después del pre-
tratamiento con NaOH

Industrialmente, los cereales se han usado para la produccion de almiddn. El tratamiento
acuoso elimina el almidén del cereal y deja la proteina insoluble, como el gluten en el trigo.
Las proteinas de los cereales son ricas en aminoacidos que contienen azufre. La presencia
de estos aminoacidos resulta en la formacién de enlaces de disulfuro entrecruzados que
disminuyen la solubilidad de la proteina, el uso de catalizadores alcalinos rompe estos
enlaces, los aminoacidos neutros y acidos se ionizan a este pH alcalino, incrementado asi
la solubilidad de las proteinas. Por ejemplo, un tratamiento a pH 8,5 (55°C) durante toda
la noche solubilizé el 40% del gluten de la proteina de trigo. Cuando el pH se increment6
a 10, pudo solubilizarse hasta el 85% de las proteinas del gluten de trigo (Sari, Mulder, et
al., 2015), como sucedio en estos ensayos.

3.3.6 Cuantificacion de compuestos derivados del furano vy
fendlicos

En la Figura 3-15 se presenta el mecanismo de reaccién para el tratamiento alcalino. En

este los radicales hidroxilo formados en la mezcla atacan los enlaces a-bencilo éter entre

la lignina y la hemicelulosa a través del agrietamiento oxidativo. Esto inicia el rompimiento

del complejo lignocelulolitico, lo que conlleva posteriormente a mayores rendimientos en

la hidrélisis enzimética. Como se observa en la Figura 3-15, los compuestos fendélicos mas
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significativos que se obtienen del ataque de los radicales hidroxilos en la biomasa son el

acido p-cumarico y ferdlico.
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Figura 3-15. Puntos de ataque propuestos (=== de los radicales de hidroxilo en la
descomposicion de las estructuras lignoceluldsicas presentes en la cascarilla de cebada
durante el pretratamiento alcalino
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La caracterizacion de los inhibidores de fermentacién para los cuatro ensayos se muestra
en la Tabla 3-9. Se observa que de los tres grupos principales de inhibidores formados, el
acido aceético es el de mayor porcentaje (73-83% del total). Le siguen los compuestos
fendlicos con un porcentaje de liberacion del 17 al 26% y en ultimo lugar los derivados del
furano con un 0,5% como méaximo. Cabe destacar que el ensayo que mas libera
compuestos potencialmente inhibidores de fermentacion es el severo-alto, seguido de los
ensayos severo-bajo y moderado-alto. El ensayo que menos compuestos inhibidores de
fermentacion genero6 fue el ensayo moderado-bajo, lo cual demuestra que el efecto de la
temperatura es la variable que mayor influye en la liberacién de este tipo de compuestos

en el pre-tratamiento alcalino, incluso sobre la concentracion de NaOH.



Tabla 3-9. Concentracién de compuestos inhibidores en ppm: &cido acético, derivados del furano y compuestos fendlicos a tiempo
final del pre-tratamiento con NaOH

Severo Moderado

Nomenclatura Bajo (0,5h)* | Bajo (2,5h)* | Alto (2h) Bajo (12h) | Alto (24h)

aﬁggggs Acido acético 60040 63019 1020+80 420+7 720420

Derivados |HMF n.d. n.d. 1,44+0,82 n.d. n.d.
del furano |Furfural n.d. n.d. 6,39+2,40 0,24+0,04 13,61+3,39
Acido 4-hidroxibenzoico 0,41+0,03 1,52+0,07 1,75+0,42 0,88+0,04 1,53+0,08
4-Hidroxibenzaldehido 0,97+0,04 1,70+0,04 3,53+0,20 1,21+0,04 1,83+0,10
Ac. Vainillinico 0,96+0,06 2,48+0,09 4,48+0,88 2,46+0,12 4,01£0,24
Compuestos | Vainilllina 0,22+0,05 0,73+0,03 8,91+0,66 1,12+0,01 0,85+0,01
fendlicos |Ac. Siringico 1,47+0,05 2,60+0,06 n.d. 3,33+40,33 2,08+0,15
Siringaldehido 3,10+0,07 5,17+0,05 2,05+0,29 3,55+0,16 3,27+0,10
Acido p-cumarico 16,04+0,13 | 42,78+0,63 | 122,69+7,58 | 43,61+1,06 | 55,17+2,23
Acido ferdlico 102,10+3,06 | 170,32+1,82 | 224,06+19,51 | 78,29+1,88 | 69,48+3,46

Total (ppm)| 727,63 859,45 1394,00 554,68 875,62

*Para el ensayo severo-nivel bajo, se tiene solamente el reporte para las dos primeras etapas de reaccién (0,5y 2,5 h).
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Dentro de los &cidos hidroxicinAmicos, el ferdlico y p-cumarico fueron los mas
representativos. En la Figura 3-16 se presentan las concentraciones finales obtenidas para
estos dos acidos en los cuatros ensayos realizados. Comparando los resultados
alcanzados al nivel bajo (misma carga de sélidos), se encontré casi la misma liberacioén de
acido p-cumarico tanto para el grado severo como moderado. Para el 4cido ferulico si se
observaron diferencias significativas. Por ejemplo, en cuanto al efecto de la temperatura,
hubo mayor liberacion de acido ferulico para el grado severo que para el grado moderado
(90 vs 30°C). En el ensayo severo-alto, se encontré la mayor liberacion de &cido p-
cumarico y ferdlico, lo cual indica que el efecto de la temperatura tuvo mayor repercusion
en la escision de estos compuestos, siendo atn mayor que el efecto de la soda. De manera
general, el grado severo tuvo mayor influencia en la liberacién de los acidos p-cumarico y
ferdlico sobre el grado moderado, mostrandose una mayor liberacion del acido ferdlico que

del cumérico.
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Figura 3-16. Concentracion de &cido p-cumaérico y ferulico liberados a tiempo final del
pre-tratamiento con NaOH

En las Figuras 3-17 y 3-18 se esquematiza el seguimiento de la liberacion de acido p-
cumarico y ferdlico a través del tiempo para los ensayos grado severo nivel bajo (segunda
etapa de reaccion, 2,5 horas) y nivel alto (2 h). En estas figuras se observan claramente
dos zonas, para el ensayo severo nivel bajo: del tiempo cero a la primera hora de reaccién
la velocidad de extraccion del acido p-cumarico y ferulico es rapida, mientras que después
de la primera hora, se alcanza una zona de estabilizacién. En el ensayo severo-nivel alto

la reaccion se estabiliza después de los 20 minutos.
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El acido ferdlico (4-hidroxi-3-metoxi-acido cindmico) y el acido p-cumaérico (acido 4-
hidroxicinamico) son los acidos fendlicos mas abundantes en la cascarilla de cebada
(Bartolomé, Santos, Jime, Nozal, & C., 2002). La extraccion de estos compuestos de alto
valor agregado abre nuevas posibilidades para el uso de la cascarilla de cebada. El
contenido de &cido ferulico en la cascarilla de cebada puede variar de 0,17 a 0,24% en
peso seco, mientras que el &cido p-cumarico fluctla entre 0,068-0,121% (Bartolomé et al.,
2002).

Por ejemplo, el acido ferulico tiene propiedades como antioxidante natural, agente
antimicrobiano y preservante para los alimentos, presenta efectos antiinflamatorio,
fotoprotectante, y precursor de sabores en los alimentos, mientras que el acido p-cumarico
tiene propiedades quimico protectantes y antioxidantes (Bartolomé et al., 2002; Mussatto,
Dragone, & Roberto, 2007), lo que plantea que la extraccién de este tipo de compuestos
tiene un alto potencial de valorizacion de la cascarilla de cebada utilizando este pre-

tratamiento dentro del concepto de una biorrefineria.

Mussatto, Dragone, & Roberto, (2007), reportaron la liberacion de 138,8 mg/L de acido p-
cumarico y 145,3 mg/L de acido ferulico en el tratamiento de la cascarilla de cebada a
condiciones de NaOH al 2%, 120°C y 90 min. La concentracion maxima de &cido ferulico
gue se encontrd en otra biomasa como la paja de arroz después de un pre-tratamiento
alcalino con NaOH 4 M a 120°C y 2 horas de reaccién fue de 4,091 g/L, en este analisis la
variable temperatura y tiempo fueron las més significativas (Mohd Salleh, Mohamed Daud,

Arbain, Ahmad, & Ku Ismail, 2011), lo que también se corroboré en este estudio.

3.3.7 Caracterizacion del material pre-tratado WIS

Los WIS se caracterizaron tanto para el tiempo en que se encontr6 el maximo rendimiento
de extraccion de los AX, como para el tiempo final de la reaccion (Tabla 3-10). De manera
general, para los cuatro ensayos a los dos tiempos evaluados, se observé que la celulosa
se concentra de mayor forma para los dos ensayos realizados en el nivel alto, siendo a su
vez mayor la concentracion de la celulosa para el ensayo grado moderado (57,39%),
seguido del grado severo (48,91%) y de los dos ensayos a nivel bajo (37,67 y 27,75%
respectivamente). Sin embargo, se observa que para el ensayo moderado-alto hay una

degradacion a las 24 horas de reaccidén respecto al tiempo correspondiente al punto
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maximo de extraccion: 52 contra 57% de celulosa. El incremento de la celulosa en los

restantes ensayos fue ligeramente superior para el tiempo final respecto al punto maximo.

Para la fraccion de hemicelulosa expresada como suma de xilano y arabinano, se
evidencia que la fraccion de xilano se incrementa ligeramente (19,66%) para el ensayo
severo-bajo respecto al contenido de xilano en la cascarilla de cebada sin procesamiento
(16,21%). Para los demas ensayos se observa disminucion de esta fraccion tanto al tiempo
de maxima extraccion como al tiempo final. Lo cual ratifica el orden de los ensayos en
lograr una mayor extraccion de los AX de la cascarilla sin procesamiento, ya que la
cascarilla sometida a las condiciones moderadas es la que presenta en su composicion
final una menor concentracion de esta fraccibn en comparacion con los ensayos a

condiciones severas.

El componente de arabinanos también disminuye en el sélido pre-tratado respecto al sélido
original observandose la misma tendencia de los xilanos, aunque el efecto del tiempo si
afectdé mas la extraccion de esta fraccion. El ensayo en el que se observa una mayor
cantidad remanente de arabinosa corresponde al grado severo-nivel alto. Los restantes

cuatro ensayos a tiempo final quedan casi desprovistos de arabinosa en su composicion.

La lignina &cido insoluble tiende a concentrarse en mayor proporcion para los ensayos a
nivel bajo. En el tiempo final la fraccion de la lignina disminuye respecto al valor original de
la materia prima sin procesamiento para los ensayos: severo-alto (5,71%), moderado bajo
(9,12%) y alto (9,97%). El Unico ensayo en donde la lignina se concentra tanto en el tiempo
de mayor extraccion como en el tiempo final corresponde al ensayo severo-bajo. EI menor
valor se obtuvo para el ensayo severo-alto donde la temperatura tuvo un mayor efecto

sobre la extraccion de los compuestos fendlicos, como se observo en la Figura 3-16.

El pre-tratamiento con NaOH es muy efectivo en remover los grupos acetilo de la
hemicelulosa, ya que después de la caracterizacion de los WIS en ninguno de los cuatro
ensayos se registré la presencia de acido acético, lo cual establece que el enlace acetato
ya no esta presente en la fraccion de la hemicelulosa, como también lo describié Mandalari
et al., (2005) en sus resultados con KOH 4M también sobre cascarilla de cebada. Las

cenizas a tiempo final se mantuvieron constantes respecto a la biomasa de partida.

El analisis de covarianza para el porcentaje de celulosa, hemicelulosa, lignina &cido

insoluble, indic6 que la interaccién de primer orden (grado*nivel) fue estadisticamente
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significativa (p<0,05) para todas las fracciones. Por lo tanto, el porcentaje de celulosa,
hemicelulosa y lignina acido insoluble del material pre-tratado depende de si el grado es
severo o moderado y si el nivel es alto o bajo. En cuanto a la proteina los dos factores por
aparte, grado y nivel fueron estadisticamente diferentes de cero (p<0,05), mientras que su

interaccion no (Anexo G).

Sin embargo, las co-variables porcentaje de celulosa, hemicelulosa y lignina inicial en la
cascarilla de cebada, no fueron estadisticamente diferentes de cero (p>0,05); es decir, el
valor inicial del porcentaje de estas fracciones no afect6 el valor final de celulosa,
hemicelulosa o lignina acido insoluble de la biomasa después del pre-tratamiento. Aunque
solamente para el porcentaje de celulosa, se encontré una contribucion inversa (-0,65%)

entre el valor final y el valor inicial

La prueba de diferencias entre medias arrojo por la comparacion de Scheffe que la variable
de respuesta porcentaje de celulosa en la interaccion grado por nivel es diferente para el
ensayo severo nivel bajo en comparaciéon con los otros tres ensayos. También es diferente
para el ensayo severo entre los niveles y es diferente para el nivel bajo entre los grados.
Para el porcentaje de hemicelulosa se encontré que solamente el ensayo severo-nivel alto
y moderado nivel-bajo presentaron entre si homogeneidad de grupos, el resto de ensayos
son diferentes entre si. En cuanto a la lignina acido insoluble, se evidencio que el Unico
ensayo diferente fue el denominado severo nivel bajo en comparacién con los otros tres
ensayos, aunque entre niveles hubo diferencias en los grados y entre el grado severo hubo

diferencias en el nivel .



Tabla 3-10. Caracterizacion WIS después del pre-tratamiento con NaOH a tiempo de rendimiento maximo y tiempo final de pre-
tratamiento

Casca_rilla de cebada_ pr.e-tratad,a con NaOH a Cascarilla de cebada pre-tratada con
tiempo de rendimiento maximo de . . )
Nomenclatura extraccion de AX NaOH a tiempo final del pre-tratamiento
Severo Moderado Severo Moderado
Bajo* Alto Bajo Alto Bajo* Alto Bajo Alto
5 T (°C) 60 90 30 40 60 90 30 40
c
31 t (h) 10,5 |0,7 (40 min) 2 12 10,5 2 12 24
Celulosa 27,8+0,5 | 48,9+0,6 |37,7+0,08| 57,4+0,82 | 27,8+0,5 | 52,6+0,8 |40,6+£2,1| 52,2+0,8
2 Hemicelulosa 25,3+0,6 | 16,3x0,9 |20,1+0,04| 12,5+0,98 | 25,3+0,6 | 16,9+0,5 |15,5+0,6| 10,2+0,2
%)’ Xilano+Galactano+Manano| 19,7+0,3 | 12,7+0,5 |14,2+0,07| 10,3+1,07 | 19,7+0,3 | 15,9+0,5 |14,3+0,4| 9,5+0,2
2 | Arabinano 57+0,4 3,6+0,5 5,9+0,03 2,5+2,3 5,6+0,4 |1,01+0,02| 1,2+0,2 | 0,7+0,01
é Lignina Acido Insoluble |19,0+0,08| 14,3+0,5 |18,1+0,05| 12,2+0,9 | 18,9+0,08 | 5,7+0,7 | 9,1+2,4 | 10,0+0,3
S | Grupos acetilo 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
g Proteina total 3,7+0,2 - - - 3,7+0,2 2,4+0,3 | 2,5+0,4 | 1,940,2
O | Cenizas totales 4,2+0,1 6,6+0,3 3,9+0,11 4,1+0,2 - - - -
Total 79,8 88,5 82,2 88,1 79,8 84,17 71,6 78,34

*El tiempo final correspondié también al tiempo maximo de extraccién de los AX para el ensayo severo, bajo (10,5h)
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3.3.8 Analisis SEM

En la Figura 3-19 se presentan las micrografias realizadas por SEM a la cascarilla de
cebada sin pre-tratamiento y a la cascarilla de cebada sometida a los cuatros pre-
tratamiento alcalinos, descritos previamente. Todas las muestras se analizaron al tiempo
final de cada ensayo y cabe destacar que la cascarilla de cebada tenia un tamafio de
particula promedio de 501,2 nm antes del pre-tratamiento. La cascarilla de cebada sin pre-
tratamiento exhibe rigidez y unas fibrillas altamente ordenadas, con una morfologia que
presenta huecos o porosidades fuertemente pronunciados en su superficie, Figura 3-19
(A), Kim, Taylor, & Hicks, (2008) analizaron los cascos de cebada y describen que este
material tiene muchos fitolitos, que son cuerpos de silicio resistentes a la descomposicién
gue protegen las fibras contra la biodegradacién, como también se observa en la cascarilla
de cebada sin pre-tratamiento. La eliminacion de la hemicelulosa y la proteina modifica la

estructura del material, pero la estructura principal no se rompe, Figura 3-19 (B, C, Dy E).

Durante el pre-tratamiento alcalino, aparte de la extraccion de la lignina y proteina en el
liquido de pre-tratamiento, algo de la lignina se solubiliza también en el liquido como se
corroboré con la determinacion de los compuestos fendlicos extraidos (Figura 3-16). Por
lo tanto, los WIS quedan concentrados mayoritariamente en celulosa y en menor
proporcién en lignina (Tabla 3-10). En consecuencia, la estructura de la cascarilla de
cebada se modifica fuertemente como se observa en la Figura 3-19 (B, C, D y E) en

comparacion con la Figura 3-19 (A).

La eliminacion de la lignina permite a su vez la separacion de las fibras de celulosa, como
puede visualizarse en la Figura 3-19 (C) (ensayo severo nivel alto), donde la lignina
residual del solido pre-tratado fue la méas baja de los cuatro ensayos 5,71%. En los tres
tltimos ensayos Figura 3-19 (C, D y E) donde se logré obtener un material con un 40-52%
de composicion de celulosa, se observa que las fibras de celulosa se logran separar de la
estructura inicial y quedan completamente expuestas, aumentado asi su area superficial
externa, resultado semejante al encontrado por Mussatto, Dragone, & Rocha, (2006) sobre
la misma biomasa y con un pre-tratamiento de pulpeo alcalino. En consecuencia, estas
fibras serian mas susceptibles de un ataque enzimético en comparacion con la cascarilla

de cebada sin procesar o con el material pre-tratado en el ensayo severo nivel alto, que
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solo logra concentrar un 27% de celulosa después del pre-tratamiento, como también lo

describe Liu et al., (2018) para rastrojos de maiz.

SEM HV: 5.0 kV WD: 13.51 mm
SEM MAG: 400 x Det: SE 100 pm
View field: 519 pm  Date(m/dly): 04/30/18
e x
&

SEM HV: 5.0k WD: 13.50 mm | VEGA3 TESCAN SEMHV: 5.0 kV WD: 13.29 mm Wi VEGA3 TESCAN
SEM MAG: 400 x Det: SE 100 ym SEM MAG: 402 x Det: SE 100 ym
View field: 519 ym  Date(m/dly): 04/30/18 SEM Fisica UNAL View field: 517 ym  Date(midly): 04/30/18

5
t
SEM HV: 5.0 kv WD: 12.75 mm L1 L1 VEGA3 TESCAN SEM HV: 5.0 kV WD: 13.98 mm 11 VEGA3 TESCAN|

SEM MAG: 413 x Det: SE 100 pm SEM MAG: 400 x Det: SE 100 ym
View field: 503 ym Date(m/dly): 04/30/18 SEM Fisica UNAL View field: 519 ym  Date(m/dly): 04/30/18 SEM Fisica UNAL

Figura 3-19. Micrografias por SEM, de la cascarilla de cebada sin pre-tratamiento (A) y
pre-tratada a tiempo final para los ensayos: severo nivel bajo (B), severo nivel alto (C),
moderado nivel bajo (D) y moderado nivel alto (E) a 100 mm
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3.3.9 Precipitacion alcohdlica de AX

Los resultados cualitativos de la separacion de los AX extraidos en el liquido
correspondiente al ensayo moderado-nivel alto a 12 horas de reaccion, se observan en la
Figura 3-20 y 3-21. Para el etanol la mejor proporcién correspondié a 1:6, mientras que

para el metanol se obtuvo una mejor precipitacién con una proporcion 1:4.

Figura 3-21. Precipitacion de AX con metanol a diferentes proporciones

3.3.10 Caracterizacion de la fraccion de AX extraidos

La Tabla 3-11 presenta la caracterizaciéon de la fraccion de AX extraidos y separados con
etanol a una proporcioén 1:6, a partir del liquido obtenido en el ensayo moderado nivel alto

a las 12 horas de extraccion. Los azucares principales que componen la fraccién fueron
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en porcentaje molar: xilosa (51+3,01%), seguido de arabinosa (26+1,67%), acidos urénicos
(14,5+5,61%) glucosa y galactosa con 4,6+0,62 y 3,1+0,24% respectivamente. La

ramnosa, fucosa y manosa estuvieron en concentraciones traza.

De la fraccion de AX extraidos se lograron cuantificar principalmente los carbohidratos,
aportandose particularmente en este trabajo la cuantificacion de los acidos urénicos y
confirmandose las sospechas de la presencia de esta sustitucion en los AX extraidos
también alcalinamente a partir de cascarilla de cebada y caracterizados recientemente por
Coelho, Rocha, Moreira, Domingues, & Coimbra, (2016). El porcentaje restante que se
desconoce de la fraccién corresponde, seguramente, a grupos acetilo, acido p-cumarico
ylo ferulico que pueden estar aun esterificados con la arabinosa en las ramificaciones de
la cadena principal. Inclusive puede haber trazas de proteinas o compuestos nitrogenados
gue no sean solubles en el medio alcohdlico.EI8-0-4 6 di ferul ato se ha car e
el dimero dominante que permanece aun esterificado con los AX extraidos a partir de la
cascarilla de cebada (Mandalari et al., 2005).

La relaciéon de Ara/Xil fue de 0,5, valor que estuvo de acuerdo con la caracterizaciéon
realizada por (Vieira et al., 2014; Coelho et al., 2014; Coelho et al., 2016). Esta relacion
tiende a disminuir con el incremento de la concentraciéon de NaOH en los tratamientos, ya
gue la alta concentracion de alcali es capaz de romper los enlaces de hidrégeno entre las
cadenas de AX, permitiendo que se extraigan AX menos ramificados (Mandalari et al.,
2005; Coelho et al., 2016).

Tabla 3-11. Composicion de los carbohidratos de la fraccién de AX extraidos a partir de
la cascarilla de cebada sometida al ensayo grado moderado-nivel alto con NaOH

carbohidratos | UMidad | Valor
Ramnosa 0,1+0,04
Fucosa 0,04+0,01
Arabinosa 26+1,67
Xilosa Porcentaje 51+3,01
Manosa mol (%) 0,3+0,03
Galactosa 3,1+0,24
Glucosa 4.6+0,62
Acidos urénicos 14,5+5,61

Car?;g'lgrsatos (g/kg) | 887,6+63,46
Relacion Ara/Xil - 0,5
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3.3.11 Caracterizacion de enlaces glucosidicos de los AX
extraidos

Las caracteristicas estructurales de los AX extraidos para el ensayo moderado-nivel alto

en lo referente a la composicién de los enlaces glucosidicos, se presentan en la Tabla 3-

12.

El principal enlace que se observé en esta fraccién fue el p© 1 -Xylp, confirmando la
presencia de fracciones ricas en AX en este extracto. La cadena principal de xilosa y los
xilo-oligosacéridos de menor tamafio extraidos con este pre-tratamiento presentaron
mono-sustituciones principalmente en las posiciones 2 (16,1%) y/o 3 (3,4%) y di-
sustituciones en las posiciones 2 y 3 (6,1%). La arabinosa se encontrd principalmente
como un enlace terminal (50,9% en relacion con la arabinosa total), lo que estuvo de
acuerdo con resultados ya publicados sobre los enlaces glucosidicos de AX de la cascarilla
de cebada (Coelho et al., 2014; Reis, Coelho, Coimbra, & Abu-Ghannam, 2015a; Coelho
et al., 2016).

El grado de ramificacion (DB por sus iniciales en inglés) mostro que los AX extraidos en el
ensayo moderado nivel alto presentaron un nivel de ramificacion bajo, como es la
tendencia con el incremento de la concentracién del NaOH usada. Por ejemplo, Coelho et
al., (2016) reportaron AX DB de 0,57, 0,45 y 0,28 para pre-tratamientos sobre la cascarilla
de cebada con concentraciones de KOH de 0,1 M, 0,5 My 1 M, respectivamente. Los AX
presentes en el liquido de pre-tratamiento estuvieron compuestos de un esqueleto de ~15
unidades de xilosa. La longitud de las cadenas caracterizadas también disminuyen,
respecto al incremento de la fuerza del catalizador usado para la extraccién (Coelho et al.,
2016). Las caracteristicas asociadas a un bajo grado de ramificacion y polimerizacién en
la fraccion de AX extraidos a partir de la cascarilla de cebada con é&lcalis, puede conferirle
una baja solubilidad a esta fraccion, lo que presentaria problemas asociadas a la siguiente

etapa de hidrolisis enzimatica.
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Tabla 3-12. Composicion de los enlaces glucosidicos (% mol) de la fraccién de AX
extraidos, separados y purificados del pre-tratamiento grado moderado-nivel alto con
NaOH sobre la cascarilla de cebada

Enlace glucosidico % mol
T-Araf 8,1
2-Araf 3,2
3-Araf 3,1
5-Araf 1,2
3,5-Araf 0,3
Total 15,9
T-Xylp 4,7
4-Xylp 42,3
2,4-Xylp 16,1
3,4-Xylp 3,4
2,3,4-XIp 6,1
Total 72,6
T-Galp 1.3
3-Galp 0,4
4-Galp 0,5
6-Galp 0,2
2,3,4-Galp 1,8
Total 4,2
T-Glcp 0,4
4-Glcp 4,2
4,6-Glcp 2,0
Glucitol 0,7
Total 7,3
AX DB 0,4
AX DP (%) 15,4
T-Ara/Xylsubst 0,27
T: Terminal
3.3.12 Hidrdélisis enzimética

A Ensayo de efecto sinérgico entre las enzimas

En las Figuras 3-22 y 3-23 se presenta la curva de progreso para la liberacién de xilosa a
través del tiempo, en primera medida para los primeros 90 minutos y posteriormente hasta
las 48 h de reaccion, para los ensayos | al V, descritos en la Tabla 3-3. Las figuras muestran

la liberacion de xilosa a través del tiempo para los primeros cinco ensayos, en donde se



106 Valorizacion de la cascarilla de cebada del proceso cervecero para la

produccioén de xilitol

puede comparar en el ensayo |, la adicién de todas las enzimas con los ensayos en los
cuales se prescindid de una de las actividades enziméticas especificas endo-1,4-b-
xilanasas o a-L-arabinofuranosidasas (ensayos II-V). La zona lineal de la curva se pierde
rapidamente, a los 10 minutos de reaccion, como se observa en la Figura 3-22, resultado
gue esta de acuerdo con lo que han descrito Rasmussen et al., (2012) y Mccleary et al.,

(2015) para este tipo de enzimas, sobre AX pero de trigo.

En la Figura 3-23 se observa una zona de equilibrio desde las 18 horas hasta las 48 horas
para todos los ensayos a excepcion del IV ensayo, donde después de las 24 horas se ve
un incremento en la liberacion de producto. La mayor liberacion de xilosa en concentracion
se obtuvo en orden decreciente para el ensayo IV (0,36 g/L), ensayo | (0,27 g/L), ensayo
I1 (0,24 g/L), ensayo Il (0,22 g/L) y ensayo V (0,18g/L).

0,22
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0,18 1 T
= 1 Il i
30,16 T
0,14 I : |
ke - .
% 0,12 7 ! T l
©
[ 0110 J: L 4
) %
§ 0,08 s 1
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0,02
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tiempo (min)
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Figura 3-22. Curva de progreso para la liberacién de xilosa, ensayos | al V a 90 minutos

de reaccion. (todas las enzimas), (todas las enzimas menos endo-1,4-
b-xilanasa GH11), : (todas las enzimas menos endo-1,4-b-xilanasa GH10),
(todas las enzimas menos a-L-arabinofuranosidasa GH43), (todas

las enzimas menos a-L-arabinofuranosidasa GH51)
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Figura 3-23. Curva de progreso para la liberacién de xilosa, ensayos | al V a 48 horas de

reaccion. (todas las enzimas), (todas las enzimas menos endo-1,4-b-
xilanasa GH11), : (todas las enzimas menos endo-1,4-b-xilanasa GH10),
(todas las enzimas menos a-L-arabinofuranosidasa GH43), (todas

las enzimas menos a-L-arabinofuranosidasa GH51)

En la Figura 3-24 se presenta la curva de progreso para la liberacion de xilosa a traveés del
tiempo para los primeros 90 minutos de reaccién y hasta las 48 horas, para los ensayos VI
al IX. Las curvas obtenidas para estos ensayos corresponden al ensayo | en comparacion
con los ensayos VI-I1X en los cuales se prescindioé de al menos dos actividades enzimaticas
especificas al mismo tiempo (eliminacion de una endo-1,4-b-xilanasa y una a-L-
arabinofuranosidasa). Los resultados muestran que la mejor combinaciéon de enzimas
correspondid al ensayo | (0,27 g/L de xilosa liberada a las 48 horas), seguido del ensayo
VI (0,19 g/L), semejante al ensayo VII (0,19 g/L), posteriormente le siguieron en orden

decreciente los ensayos VIl y IX con 0,15y 0,14 g/L de xilosa respectivamente.
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Figura 3-24. Curva de progreso para la liberacion de xilosa, ensayos I, VI al IX a 90
minutos de reaccién (A) y 48 horas de reaccién (B). Ensayo | (todas las enzimas),
Ensayo VI (todas las enzimas menos endo-1,4-b-xilanasa GH11y a-L-
arabinofuranosidasa GH43), Ensayo VII: todas las enzimas menos endo-1,4-b-xilanasa
GH11 y a-L-arabinofuranosidasa GH51), Ensayo VIl (todas las enzimas menos endo-
1,4-b-xilanasa GH10 y a-L-arabinofuranosidasa GH43), Ensayo IX (todas las enzimas
menos endo-1,4-b-xilanasa GH10 y a-L-arabinofuranosidasa GH51).
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El rendimiento de hidrdlisis de xilosa, se defini6 como se muestra en la Ecuaciéon 3-10.
YQ& QQa Q@AEQNEP O . B
0 Qi 00QO & Q@ QIQATID QAP € W@IDO
0 Qi ‘@D Qa § & @ Q Qe DENEAGHRI OB RD O

prtm b
(3-10)

El rendimiento de xilosa se muestra en las Figura 3-25 (resumen de los ensayos | al V) y
Figura 3-26 (resumen de los ensayos VI al 1X, comparados con el ensayo I). EI mayor
rendimiento que se obtuvo a las 48 horas de reaccion, correspondi6 al ensayo IV (todas
las enzimas menos a-L-arabinofuranosidasa de la familia GH43) con un 63,63%, seguido
muy cerca del primer ensayo (adicién de todas las enzimas) con un 52,9%. Para los
ensayos en los cuales se prescindieron de dos actividades enzimaticas especificas (VI-1X)
se observé que el rendimiento de reaccion disminuyo a las 48 horas hastavalor e s 04 0 %
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Figura 3-25. Rendimiento de xilosa en la hidrélisis enzimatica a través del tiempo, sin la
adicion de una enzima. Ensayo | (todas las enzimas), Ensayo |l (todas las enzimas
menos endo-1,4-b-xilanasa GH11), . (todas las enzimas menos endo-1,4-b-
xilanasa GH10), (todas las enzimas menos a-L-arabinofuranosidasa GH43),
Ensayo V (todas las enzimas menos a-L-arabinofuranosidasa GH51)
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Figura 3-26. Rendimiento de xilosa en la hidrélisis enzimatica a través del tiempo, sin la
adicion de dos enzimas. Ensayo | (todas las enzimas), Ensayo VI (todas las enzimas
menos endo-1,4-b-xilanasa GH11 y a-L-arabinofuranosidasa GH43), Ensayo VII: (todas
las enzimas menos endo-1,4-b-xilanasa GH11 y a-L-arabinofuranosidasa GH51), Ensayo
VIl (todas las enzimas menos endo-1,4-b-xilanasa GH10 y a-L-arabinofuranosidasa
GH43), Ensayo IX (todas las enzimas menos endo-1,4-b-xilanasa GH10 y a-L-
arabinofuranosidasa GH51).

De manera general se observa que para los ensayos | al V el rendimiento de reaccién
comienza a hacerse constante a las 18 horas de reaccion, mientras que para los ensayos
VI al IX el rendimiento aumenta paulatinamente con el tiempo, sin observarse una zona
clara de equilibrio.

Analizando la diferencia entre medias por el test de Tukey para las ultimas tres horas de
reaccidn, se observa que para el Ensayo | y Il no hay diferencias significativas entre las
18, 24 y 48 horas de reacciéon. Para el Ensayo lll, si hay diferencias significativas en los
tres tiempos, aunque no se ve una tendencia clara de aumento del rendimiento, para el
ensayo IV a las 18 y 24 horas las diferencias entre grupos son iguales, pero a las 48 horas
se ve un aumento significativo del rendimiento de la reaccion. Para el ensayo V a las 18 y
24 horas tampoco hay diferencias entre los rendimientos, pero este aumenta a las 48

horas, aunque no tan significativamente como ocurre para el ensayo IV.
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La eliminacion de una actividad enzimatica relacionada con las endo-1,4-b-xilanasas y a-
L-arabinofuranosidasas tuvo un efecto en el rendimiento total de xilosa a través del tiempo,
lo que demuestra que estas enzimas actlian en sinergia dependiendo de con quién estan
mezcladas y en qué porcentaje de combinacion. A su vez los tipos de enlaces glucosidicos
gue estan presentes en el sustrato, asi como el grado de ramificacion y polimerizacion
determinan no solamente el tipo de actividades enzimaticas especificas que deben estar
presentes, sino también la posible interaccion de las enzimas con el sustrato, ya que la
solubilidad de los AX en el medio de reaccién, sus propiedades de gelificacion y sus
posibles impedimentos estéricos, determinan los mecanismos de transferencia de masa y

por ende la interaccion entre el sustrato y las enzimas.

La comparacion entre los rendimientos obtenidos para los ensayos | al V, permite
establecer si la eliminacion de una de las enzimas tipo endo-1,4-b-xilanasas (GH10 o
GH11) o a-L-arabinofuranosidasas (GH43 y GH51) mejora la sinergia con las enzimas

restantes.

Los resultados obtenidos muestran que la eliminacién de una de las endo-1,4-b-xilanasas,
sea de la familia GH10 o GH11, repercute directamente en la liberacion de xilosa al menos
después de las 18 horas de reaccion. Si se comparan los resultados hasta los primeros 90
minutos de reaccion para los Ensayos Il y lll, y el Ensayo |, la eliminacion de la endo-1,4-
b-xilanasa de la familia GH11 no mostr6 diferencias significativas con el Ensayo | a los 60
minutos, pero la eliminacion de la familia GH10 si disminuy6 el rendimiento, media hora
después (90 minutos de reaccion). El Ensayo Il presentd diferencias significativas con el
ensayo | y Ill, y mostr6é un rendimiento mayor. Sin embargo, a medida que transcurrio el
tiempo el ensayo | tomo una ligera ventaja sobre el ensayo Il y 1, viéndose mas marcada
la diferencia a las 24 horas y reduciéndose a las 48, donde el rendimiento alcanzado para
el ensayo | y lll no present6 diferencias estadisticamente significativas, asi como entre el

ensayo Il y lll.

Por lo tanto, a pesar de que podria eliminarse una de las actividades endo-1,4-b-xilanasas,
si la reaccién se dejara 24 o incluso 48 horas se obtendria un mayor rendimiento con la
adiciéon de las dos familias de la actividad endo-1,4-b-xilanasas. Lo anterior, a pesar de

gue (Biely et al., 2016) aseveran que como regla general las xilanasas de la familia GH10
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generan usualmente mas xilosa que las enzimas GH11, tendencia que se conservd en
estos resultados pero cuya diferencia con la presencia de las dos familias para esta enzima

en la mezcla enzimética no afecté mayormente el rendimiento final.

En cuanto a la a-L-arabinofuranosidasa, se demostré que la eliminacién de la enzima
correspondiente a la familia GH51 afecta en mayor medida el rendimiento de xilosa
(Ensayo V) que la eliminacion de la enzima perteneciente a la familia GH43 (Ensayo V),
resultado que concuerda con los ensayos realizados por Rasmussen et al., (2012) sobre
AX solubles de trigo. Entre el ensayo IV y V siempre hubo diferencias significativas en
funcion del tiempo, el rendimiento fue mayor para el ensayo |V, lo cual demostré que puede
prescindirse de la adicién de la a-L-arabinofuranosidasa de la familia GH43, mas no de la
actividad enzimética relacionada con la familia GH51. La a-L-arabinofuranosidasa de la
familia GH43 presenta una alta especificidad por el enlace disustituido 2,3 en la cadena
principal de los xilo-oligosacaridos, por tanto, hidrolizar tan solo el 6,1% en mol de este
enlace no afecta significativamente la liberacion de xilosa en el medio de reaccién, para

los AX extraidos en el ensayo moderado nivel alto a partir de cascarilla de cebada.

Entre la eliminacion de esta enzima y el ensayo |, que contemplé la mezcla de todas las
enzimas a las 24 horas de reaccion, no se observan diferencias significativas. Incluso a las
24 horas de reaccién se obtiene el mismo rendimiento para el ensayo | y IV. Sin embargo,
a las 48 horas, se observa una diferencia mayor entre el ensayo | y IV, obteniéndose un
mayor rendimiento de liberacién de xilosa para el ensayo 1V que contemplé la mezcla de

todas las enzimas menos la a-L-arabinofuranosidasa de la familia GH43.

La Figura 3-26 presenta el resumen de los rendimientos obtenidos para la liberacién de
xilosa en los ensayos VI a IX, en donde se prescindié6 de dos actividades enzimaticas,
variando la eliminacibn de una endo-1,4-b-xilanasa al tiempo con una a-L-
arabinofuranosidasa. Los cuatro ensayos se comparan a su vez con el ensayo | (adicion

de todas las enzimas).

Ninguno de los cuatro ensayos realizados con la eliminacion de dos enzimas, logré un
rendimiento como el alcanzado en el ensayo |, lo que demostré6 que la eliminacién

simultanea de dos actividades enzimaticas endo-1,4-b-xilanasas y a-L-
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arabinofuranosidasa, independientemente de su familia, afecta negativamente la liberacion

de xilosa.

Si se compara el ensayo VI con el ensayo VII, en los que se prescindié de la actividad
endo-1,4-b-xilanasa GH11, se observa que el rendimiento fue mayor para el ensayo en el
cual estaba presente la enzima a-L-arabinofuranosidasa de la familia GH51, lo cual
corrobora la mayor sinergia que tiene esta enzima con la endo-1,4-b-xilanasa de la familia
GH10. El efecto se observé de una manera mas marcada hasta las 24 horas, a las 48

horas no se encontraron diferencias significativas en estos dos ensayos.

El rendimiento obtenido para los ensayos VIl y IX, en los que se prescindié de la endo-
1,4-b-xilanasa de la familia GH10, se observa un menor rendimiento comparado con los
ensayos en la cual esta enzima estaba presente (Ensayo VIy VII). De nuevo la presencia
de la enzima a-L-arabinofuranosidasa de la familia GH51 tiene una mayor sinergia para
liberar mas xilosa (Ensayo VIII) en comparacién con el ensayo IX donde esta enzima no
se agrego, de nuevo esta diferencia fue mas significativa para las 24 horas y a las 48 horas

los rendimientos se igualan entre estos dos ensayos.

En conclusidn, los rendimientos maximos de xilosa alcanzados con la mezcla de enzimas
propuestas en esta investigacion fueron del 53% para el | ensayo (mezcla de todas las
enzimas) y 63% para el IV ensayo (mezcla de todas las enzimas menos la a-L-
arabinofuranosidasa GH43). Fue menor al 40% para la mezcla enzimética en la cual se
prescindi6 de dos actividades endo-1,4-b-xilanasa y a-L-arabinofuranosidasa
simultdneamente. Estos resultados demostraron la sinergia entre las cuatro actividades
enzimaticas  principales evaluadas: endo-1,4-b-xilanasas, b-xilosidasas, a-L-
arabinofuranosidasas y a-glucuronidasas, aunque es posible prescindir en cierta medida
de la actividad especifica endo-1,4-b-xilanasa de la familia GH1l y a-L-
arabinofuranosidasa de la familia GH43, mas no de alguna de las dos actividades

especificas endo-1,4-b-xilanasas y a-L-arabinofuranosidasas al tiempo.

Rasmussen et al., (2012) concluyen en su estudio de hidrélisis enzimatica sobre AX
solubles de trigo, que la actividad enzimatica xilanasa es la actividad dominante que puede

limitar la velocidad de reaccién para la hidrélisis de xilosa, aunque tiene que actuar
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cooperativamente con las a-L-arabinofuranosidasas y b-xilosidasas, como también se

revelo en este estudio.

Mccleary et al., (2015) lograron una conversién de aproximadamente el 90% de xilosa y
arabinosa de AX de harina de trigo con una mezcla de enzimas que contenia: N.
patriciarum b-xilanasa (1300 U/ml), S. ruminantium b-xilosidasa (200 U/ml), B. adolescentis
a-L-arabinofuranosidasa (700 U/ml), U-maydis a-L-arabinofuranosidasa (75 U/ml) y A.
niger a-L-arabinofuranosidasa (170 U/ml) en tan solo hora y media de reaccion y aluden
gue no pudieron incrementar la conversion con la adicién de otra enzima, lo cual sugirié la
presencia de otros grupos sustituyentes en los arabinoxilanos, tales como el &cido ferdlico,
el cual pudo prevenir la hidrolisis completa del sustrato. Mandalari et al., (2005) y Coelho
et al., (2016) también demostraron en la caracterizacion de la fraccién de AX aislada con
el pre-tratamiento con KOH 4 M sobre cascarilla de cebada, la posible presencia de acido
ferdlico unido a la posicion O-5 de la arabinosa, lo cual pudo ser un impedimento estérico
para la hidrélisis enzimética completa de los ensayos realizados en esta investigacion, ya

que en la mezcla evaluada no se cont6 con esta actividad accesorio especifica.

La presencia de los &cidos urénicos en la estructura de los AX aislados en el pre-
tratamiento moderado-nivel alto de la cascarilla de cebada, evidenci6 la necesidad de la
adicion de una enzima especifica tipo a-glucuronidasa. En los ensayos la a-glucuronidasa
de la familia GH67 se adicion6é en un 31% respecto a la mezcla total de enzimas, sin
embargo, por varias razones esta enzima pudo no haber actuado al 100% de sus
condiciones 6ptimas. En primera instancia, tanto el pH como la temperatura Optima
reportada en la ficha técnica de la enzima, se sacrificaron respecto al pH y al balance de
las temperaturas 6ptimas de las otras enzimas (Tabla 3-2 y Figura 3-3). La a-glucuronidasa
de la familia GH67 solamente es capaz de liberar el MeGIcA de los oligosacéaridos que
tienen el acido urdnico en el extremo no-reductor del residuo de Xylp (Figura 1-15), si el
acido urénico no se encuentra en esta posicidbn sino en los residuos internos del
oligosacérido, se requerira de una a-glucuronidasa adicional de la familia GH115, con la
cual tampoco se contd en estos ensayos. Esto podria mejorarse si la b-xilosidasa lograra
actuar primero sobre el extremo no-reductor liberando la xilosa y acortando el &cido

aldopentauronico MeGIcA3Xyls al &cido aldotetraurénico MeGIcA3Xyls (Figura 1-15).
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Asi, segun (Biely et al., 2016) la combinacién de cualquier xilanasa GH10 y GH11 con una
b-xilosidasa y a-glucuronidasas de la familia GH67 o GH115 deberia ser, en teoria,
suficiente para lograr una hidrélisis completa de sacarificacién de los xilanos extraidos
alcalinamente de maderas duras. Sin embargo, esto no se logré con los AX extraidos
alcalinamente de la cascarilla de cebada en estos ensayos, una de las razones adicionales
a las ya expuestas puede estar relacionada con la presencia adicional de la sustitucién con
galactosa, la cual pudo bloquear la accion de las a-glucuronidasas y podria dejar en

evidencia la necesidad de la adicién de otra enzima con actividad especifica galactosidasa.

Los rendimientos maximos alcanzados en este ensayo concordaron con lo encontrado por
Sgrensen, Pedersen, Jargensen, & Meyer, (2007), quienes encontraron un 56% y 66% de
liberacion de arabinosa y xilosa de arabinoxilanos de trigo solubles empleando una mezcla
de a-L-arabinofuranosidasas en combinacion con b-xilosidasas y endo-1,4-b-xilanasas.
De manera general ellos encontraron que las endo-1,4-b-xilanasas de la familia GH11 son
mas activas sobre xilanos poliméricos insolubles y las endo-1,4-b-xilanasas de la familia
GH10 son mas activas sobre sustratos solubles. Sin embargo, cuando se adicionaron en
combinacién con las a-L-arabinofuranosidasas, aparentemente solo hubo una pequefa
diferencia entre las endo-1,4-b-xilanasas GH10 o GH11l usadas, como también se

evidenci6 en los resultados encontrados sobre la cascarilla de cebada.

Segun el estudio de Rasmussen et al., (2012), puede considerarse que la b-xilosidasa
prefiere atacar oligémeros relativamente cortos en comparacion con moléculas de AX mas
grandes, para lograr una hidrélisis satisfactoria. Rasmussen et al.,, (2012), también
aseveran que lograr el rompimiento del esqueleto de los AX hasta oligosacaridos mas
pequefios y asi exponer mas extremos no reductores (no sustituidos) a la b-xilosidasa, es
mas importante que remover la arabinosa sustituida para lograr liberar méas xilosa de los
AX (como se expondra en los resultados de la HE de los AX con el pre-tratamiento de SE

en el Capitulo 4, seccién 4.3.7).

Finalmente, también podria contemplarse los efectos de solubilidad que presentan los AX
extraidos de la cascarilla de cebada sobre los rendimientos obtenidos en la hidrdlisis
enzimética, por ejemplo, la pre-hidrélisis alcalina tiene la desventaja de no preservar los
grupos acetilo en el xilano (Vazquez, Garrote, Alonso, Dominguez, & Parajo, 2005;

Nabarlatz, Ebringerova, & Montané, 2007) como se evidencio en la caracterizacién de los
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WIS después del pre-tratamiento, lo cual limita la solubilidad de los xilo-oligosacaridos en
el medio de reaccion (Nabarlatz et al., 2007; Azevedo, de Oliva, Fernandes, & Pastore,
2013)

A Ensayo variando la concentracion de sustrato

En la Figura 3-27 se presentan las curvas de progreso para la liberacién de xilosa a través
del tiempo a 24 horas de reaccién variando la concentracion de sustrato de 1 a5 g/L. La
mayor concentracioén de xilosa libre se obtuvo para el ensayo a mayor concentracion de
sustrato, como también fue identificado por Rasmussen et al., (2012) en su estudio sobre
AX solubles de trigo. En ese estudio la concentracién de sustrato varié de 0,125 a 4 g/L,
aungue todas las enzimas se adicionaron en cantidades equimolares y se evalué la

reaccion solamente hasta las primeras 4 horas.

Los rendimientos de hidrdlisis de xilosa para estos ensayos, variando la concentracion de
sustrato se evaluaron a dos tiempos: 1,5 horas y 24 horas. Los resultados se presentan en
la Figura 3-28, donde se evidencia que a 24 horas se obtienen los mayores rendimientos
de xilosa, ligeramente superior el rendimiento encontrado para la concentracion de 2g/L
con un 66,78% y semejantes entre los resultados obtenidos para los ensayos a 3,4y 5 g/L
(con porcentajes de 55 a 59%). El menor rendimiento se obtuvo para la concentracion de
1 g/L con 50,69%. Cabe destacar que, segun el andlisis estadistico de diferencia entre
medias, a las 1,5 horas no hay diferencias significativas entre la concentracion de sustrato
de 1y 2 g/L y entre la concentracion de 3y 4 g/L. Sin embargo, el rendimiento de xilosa si
fue diferente para los dos primeros sustratos en comparacion con la concentracion de los
sustratos intermedios (3 y 4 g/L) y estos ensayos a su vez fueron diferentes de la

concentracion realizada a 5 g/L.

El comportamiento de la diferencia entre medias cambid sustancialmente a las 24 horas
de reaccion. Alli el mayor rendimiento se alcanz6 para el ensayo realizado con una
concentracion a 2 g/L, le siguié la concentracion a 3y 5 g/L (estos dos ensayos presentaron
la misma diferencia entre medias), posteriormente siguieron los ensayos a 3y 4 g/L y
finalmente el menor rendimiento se obtuvo con 1 g/L. El mayor rendimiento se obtuvo a la
concentracion de sustrato de 2 g/L, ya que con el incremento de sustrato posiblemente se
incremente el grado de insolubilidad de los AX en el medio. Rasmussen et al., (2012)

considera que la medicién cinética de la b-xilosidasa que cataliza la despolimerizacion de
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los AX solubles de trigo es particularmente dificil dado el equilibrio que debe existir entre
obtener suficiente cantidad de xilosa inicial para su cuantificacion y emplear altas

concentraciones de sustrato dado que a altas concentraciones de sustrato, el sustrato es
muy VisScoso.
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Figura 3-27. Liberacion de xilosa a través del tiempo a diferentes concentraciones de
sustrato
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Figura 3-28. Rendimiento de xilosa a través del tiempo a diferentes concentraciones de
sustrato
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En la Figura 3-29 y 3-30 se representa la curva de progreso para la liberacion de arabinosa
y el rendimiento de este azlcar para los ensayos variando la concentracion de sustrato,
respectivamente. La mayor concentracion de arabinosa liberada se obtuvo para el ensayo
a 5 g/L, aunque el mayor rendimiento se obtuvo para el ensayo a 1 g/L con 40,14% (Figura
3-29), para el resto de concentraciones, el porcentaje de liberacién de arabinosa vario de
32 a 38%.

A las primeras 1,5 horas se observan diferencias estadisticamente significativas para el
ensayo a 1 g/L en comparacién con las otras concentraciones del sustrato. Sin embargo,
para el ensayo a 2, 3y 4 g/l no se observaron diferencias entre medias, asi como para el
ensayo a 4 y 5 g/L. Para las 24 horas de reaccion si se observaron diferencias mas
marcadas en cuanto a la liberaciébn de arabinosa, se destaca que no hubo diferencias

significativas entre todos los ensayos a excepcion del ensayo realizado a 3 g/L.
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Figura 3-29. Liberacion de arabinosa a través del tiempo a diferentes concentraciones de
sustrato
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Figura 3-30. Rendimiento de arabinosa a través del tiempo a diferentes concentraciones
de sustrato

3.3.13 Fermentacion

En la Figura 3-31 se observa el perfil de crecimiento celular, consumo de xilosa y arabinosa
y produccion de xilitol y arabitol a través del tiempo, para el hidrolizado concentrado
después del pre-tratamiento alcalino. En esta figura, se observa el crecimiento casi
inmediato de las células una vez estas se inocularon en el reactor. Este comportamiento
se explica porque el medio se encontraba libre de compuestos téxicos que pudieran inhibir
o retrasar el crecimiento de la levadura. La xilosa se consumié aproximadamente en un
100% produciendo 58,84 g/L de xilitol en 70 horas de fermentacion, la arabinosa empez6
a consumirse después de las 30 h horas y alcanzé a producir 5,33 g/L de arabitol. El
rendimiento Ypss fue de 0,73 g xilitol/g xilosa y la Qe 1,149 de xilosa/L/h.

Estos resultados concuerdan con los de Ping, Ling, Song, & Ge, (2013) quienes reportaron
una concentracion de xilitol de 38,8 g/L después de 84 horas de fermentacion sobre un
hidrolizado 4cido de tuzas de maiz no-detoxificado, con un rendimiento de 0,7 g/g y una
productividad de 0,46 g/L/h. Wang, Ling, & Zhao, (2015) ademés, lograron una
concentracion de xilitol de 35,6 g/L en la mitad del tiempo de fermentacién (38 horas)



120 Valorizacion de la cascarilla de cebada del proceso cervecero para la

produccioén de xilitol

respecto a este estudio, con una productividad de 0,94 g/L/h y un rendimiento de xilosa de

0,71 g/g, aunqgue ellos usaron la estrategia de incrementar el tamafio del inoculo a 1,6 g/L.
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Figura 3-31. Perfiles de crecimiento celular, consumo de xilosa y arabinosa y produccién
de xilitol y arabitol, ensayo en reactores de 1 L con k.a de 15h™.

3.4 Conclusiones

Se logré extraer el 64,81% de AX de la cascarilla de cebada con el pre-tratamiento alcalino
grado moderado nivel alto en 12 horas de reaccion. Le siguieron en orden de extraccion el
ensayo moderado nivel bajo 53,04% de AX entre 2-8 horas de reaccion, para los ensayos

del grado severo se obtuvo 44,10 y 41,25% para el nivel bajo y alto, respectivamente.

En el ensayo moderado nivel alto se obtuvo el mayor rendimiento de extraccion de la xilosa
con un 63,92%, seguido por el ensayo moderado nivel bajo con un 54,02%, en tercer lugar,
se encontré el ensayo severo bajo con un 39,55% y en ultimo lugar se ubicé el ensayo

severo nivel alto con un 20,06%.
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La arabinosa se logré extraer en mayor medida para los ensayos del nivel alto 76,06 y
76,09% para el ensayo severo y moderado, respectivamente. En el nivel bajo se
encontraron rendimientos de extraccion de 53,07% y 51,11% para el ensayo severo y

moderado, respectivamente.

El mayor porcentaje de gluco-oligosacéaridos que se lograron extraer fue de 13,83% para
el ensayo moderado nivel bajo, del 7,15% y 5,03% para el ensayo severo nivel bajo y

moderado nivel alto, respectivamente.

Estadisticamente, el efecto de la interaccion de segundo orden: grado*nivel*tiempo fue
altamente significativa (p-valor<0,05), 6sea que los tres factores evaluados en el pre-
tratamiento son dependientes e influyen en el rendimiento de extraccion de los azlcares

de la hemicelulosa.

El tratamiento alcalino sobre la cascarilla de cebada es efectivo en la remocion de los
grupos acetilo de la hemicelulosa extraida en el liquido de pre-tratamiento, la temperatura

tuvo la mayor influencia en la extraccion de estas ramificaciones.

La cinética pseudo-homogénea de primer orden irreversible del modelo de Saeman se
ajusto a los cuatro ensayos de pre-tratamiento alcalino evaluados, pero solo para tres de
las temperaturas ensayadas (40, 60 y 90°C) se pudo correlacionar la energia de activacion,

mediante la ecuaciéon de Arrhenius.

El pre-tratamiento alcalino fue efectivo en lograr la extraccion de la proteina contenida en

la cascarilla de cebada.

Los principales compuestos fendlicos que se liberan en el pre-tratamiento alcalino son el
acido p-cumaérico y ferulico, en mayor medida para el ensayo severo nivel alto, seguido del
ensayo severo nivel bajo y en menor medida para los ensayos a condiciones moderadas.

Por tanto, la temperatura tiene el mayor efecto sobre la liberacion de estos compuestos.

Los WIS se concentran principalmente en celulosa, quedando desproteinizados y sin
presencia de grupos acetilo. Adicionalmente, se demostrd estadisticamente mediante el
Andlisis de Covarianza, que las variables de respuesta en cuanto a la composicion del
material pre-tratado no tienen ninguna relacion directa con la composicion inicial del

material.
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La mejor proporcidon volumétrica para extraer la mayor cantidad de AX mediante la

precipitacién alcohdlica correspondi6é a una proporcion 1:6 para etanol y 1:4 para metanol.

Los AX separados del liquido de pre-tratamiento alcalino para el ensayo moderado nivel
alto a 12 horas de reaccion presentaron un porcentaje de 52% en mol de xilosa y 26% de
arabinosa, demostrandose adicionalmente la presencia de acidos urénicos con un 13,1%

en mol.

Se caracterizaron los enlaces glucosidicos de la fraccion de AX revelandose mono-
sustituciones principalmente en las posiciones 2 (16,1%), 3 (3,4%) y di-sustituciones en las
posiciones 2 y 3 (6,1%) de la cadena principal de xilosa, la presencia de sustituciones de
galactosa y glucosa en menor proporcion, con un grado de ramificacién de 0,4 y un grado

de polimerizacion de 15,4%.

Se evidencio6 la sinergia entre las enzimas endo-1,4-b-xilanasas de las familias GH10 y
GH11 con las a-L-arabinofuranosidasas principalmente de la familia GH51 y las b-

xilosidasas y a-glucuronidasas, en la liberacion de xilosa a 48 horas de reaccion.

El mayor rendimiento de liberacién de xilosa se obtuvo con el ensayo IV todas las enzimas
menos a-L-arabinofuranosidasa de la familia GH43 con un 63,63%, seguido muy cerca del

primer ensayo (adicién de todas las enzimas) con un 52,9%.

La eliminacion simultdnea de dos enzimas tipo endo-1,4-b-xilanasa y a-L-
arabinofuranosidasa incide directamente en la sinergia de la hidrélisis enzimatica, al

reducirse el rendimiento de produccién de xilosa a valores menores a 40%.

El rendimiento maximo de xilosa, variando la concentracion de sustrato se obtuvo para el
ensayo a 2 g/L con una liberacion de 66,78% en 24 horas de reaccién y para la arabinosa

se obtuvo a 1 g/L con un rendimiento del 40,14%.

La fermentacion del hidrolizado con el kea de 15h? logro la produccion de 58,84 g/L de
xilitol en 70 horas, con un rendimiento Yp;s de 0,73 g/g y una Qp 1,14g/L/h.

3.5 Recomendaciones

Realizar también el seguimiento de la extraccion de proteinas a través del tiempo.
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Caracterizar tanto la cascarilla de cebada como la fraccién de AX extraidos en cuanto a su

composicion de acido ferulico y p-cumarico.

Realizar otros ajustes de los parametros cinéticos para validar si la temperatura de 30°C

definitivamente no se ajusta a la ecuacion de Arrhenius.

Evaluar otros porcentajes de combinacion y dosis de enzimas sobre la hidrélisis enzimética
de los AX extraidos.

Realizar mas ensayos de fermentacién del hidrolizado obtenido variando el kia y la

cantidad de in6culo.
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4.Cap?2 tduSeogunda opci -n de pr
prdgratamiento de explosi -n

4.1 Resumen

La segunda opcion de proceso estudiada en esta investigacién comprendié la evaluacion
de los factores temperatura, tiempo y concentracion de catalizador (H>.SO,4) en el pre-
tratamiento de explosién con vapor (SE) sobre la cascarilla de cebada sin procesamiento y
sobre la cascarilla de cebada después de una etapa de desproteinizacion y eliminacion de
almidén. El diagrama de operaciones simplificado del proceso disefiado se muestra

esquematicamente en la Figura 4-1.

El maximo rendimiento de xilosa que se obtuvo en el liquido obtenido del pre-tratamiento
sobre la cascarilla desproteinizada fue de 47,0%, realizando la operacion a 173,5°C por

15,5 min (condiciones optimizadas) e impregnando la biomasa con 0,5% p/v H2SO..

Posteriormente, en la etapa de hidrélisis enziméatica (HE) se evaluaron enzimas comerciales
puras y cocteles enzimaticos comerciales, variando a su vez el porcentaje de combinacién
de las actividades enzimaticas, dosis y temperatura, sobre el liquido concentrado y sin
concentrar del SE. Se obtuvo un rendimiento maximo de xilosa del 78-86% para una mezcla
de siete enzimas comerciales puras, luego de 24 horas de reaccion, y ~80% para la enzima

comercial Cellic™ Ctec | suplementada con b-xilosidasa en 72 h de reaccion.

Finalmente, el hidrolizado rico en xilosa se fermentd hasta xilitol en un reactor de un litro,
ajustando el parametro de escalamiento k.a (15h). El rendimiento de produccién de xilitol

fue de 0,76 g/g con una productividad de 0,29 g/L/h.
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Figura 4-1. Diagrama de operaciones simplificado del proceso de obtencion de xilitol a partir de cascarilla de cebada empleando SE.
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4.2 Materiales y métodos

4.2.1 Adecuacion de la cascarilla de cebada

A Muestreo

La cascarilla de cebada o cebadilla (coloquialmente llamada asi en Espafia) proveniente
del proceso cervecero fue suministrada en fresco por la cerveceria Mahou, ubicada en
Madrid-Espafia.

A Conservacién de la materia prima
Para los ensayos realizados en el pre-tratamiento por SE, la cascarilla de cebada se

almaceno a -4°C en recipientes de plastico herméticamente cerrados, hasta su uso.

4.2.2 Caracterizacion de la cascarilla de cebada original,
desproteinizada y de los solidos pre-tratados

Muestras representativas de la cascarilla de cebada del lote proporcionado por Mahou, de

la cascarilla de cebada desproteinizada y de los sélidos pre-tratados, se secaron y se

molieron hasta un tamafo de particula < 2mm. La caracterizacion se realiz6 siguiendo la

metodologia del CIEMAT con base en los protocolos descritos por NREL, presentados

previamente en la seccion 3.2.2 (con excepcién del analisis elemental SEM).

4.2.3 Desproteinizacion y eliminacion de almidon

A Estudio del tipo de enzima utilizada para la desproteinizacion

Se estudiaron dos tipos de proteasas a nivel laboratorio para definir la etapa de
desproteinizacion previa al SE. El primer tipo de enzima probada fue una pepsina comercial
marca Merck® y la segunda una serina endopeptidasa producida por Bacillus licheniformis,

con un pH 6ptimo alcalino, comercialmente conocida como Alcalase® 2.5 L de Novozymes.

En primera instancia, los ensayos con la pepsina se realizaron en un biorreactor Terrafors-
IS de 15 L (InforsHT, Suiza), denominado RACS (reactor de altas cargas de sélidos), este
tiene una capacidad de 3-4 kg de sélidos o semisdlidos, o 7 L en caso de liquidos. La
cadmara contiene placas deflectoras en su interior para mejorar la mezcla y esta unida a un

motor cuya velocidad de rotacién puede variar entre 0,1y 10 rpm. EI RACS, dispone de una
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camisa de agua, que permite fijar la temperatura de incubacién. Este se cargé con 10% de
sélidos en base seca, pH de 3,8 a 37°C y una agitacion de 5 rpm por 24 horas de tiempo
de residencia. La actividad enzimética que se utilizé en la reacciéon fue de 2,5 U/g de
sustrato (Wood et al., 2016; Teh, Bekhit, Carne, & Birch, 2016; Shavandi et al., 2017). Los
sélidos pre-tratados se centrifugaron a 8000 rpm por 15 min en una centrifuga Sorvall RC
6 Plus Thermo Scientific Co (Waltham, MA, USA). El sobrenadante se retir6 y una parte del
sélido desproteinizado se sec6 y molid, para luego medir la humedad y asi realizar la

caracterizacion del contenido de proteina, por el método de Kjeldahl.
El rendimiento de extraccion de proteina se calculd, segun la Ecuacion 4-1.

YQE QQd OQ@s®d § é"e@)ﬁ@ o € OOBQEA XD E aQa @i
b .
p é U]

b

primp (4-1)

Para realizar la HE de las proteinas con la Alcalase® 2.5 L, fue necesario definir las
variables mas adecuadas de reaccion, ya que, segun la ficha técnica de la enzima, las
condiciones Optimas de temperatura pueden variar entre 30-65°C y el pH entre 7-10. La
temperatura se parametrizd para todos los ensayos en 60°C, ya que segun reportes de la
literatura este valor es adecuado para este tipo de enzima (Sari, Syafitri, Sanders, & Bruins,
2015; Rommi, 2016). Adicionalmente, esta podria ser una temperatura adecuada tanto para
las enzimas Spirizyme® como Termamyl® también de la casa comercial Novozymes,
catalizadores de la hidrdlisis de almidon, proceso que se realizé de manera simultanea con
la desproteinizacion. Lo anterior es necesario porque en el liquido que humecta a la
cascarilla de cebada se encontré una elevada concentracion de glucosa (20-37%), debida
principalmente a la glucosa no estructural y a la glucosa proveniente del almiddn, dextrinas

y/o b-glucanos, remanentes del proceso de elaboracién de la cerveza.

Para definir el pH se evaluaron dos valores: 7,0 y 8,5, estos se ajustaron con buffer fosfato
de potasio y buffer tris (100 mM), respectivamente. Durante la HE se tomaron muestras
cada hora durante las cuatro horas de reaccion. La correccion de pH se realiz6 cada hora
con la adicibn manual de una solucion de NaOH 4 M. La concentracion de sustrato se
adecuo al 10% de sdlidos en base seca y la dosis de enzima se ajusto al 1,9% p/p (Wang,
Li, Li, & Sui, 2011). La actividad enzimatica en U/L se determiné como se describe en la

seccion 4.2.8. Las enzimas Spirizyme® y Termamyil® se adicionaron en una dosificaciéon
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de 200 mg de enzima/kg de sustrato (Duvernay, Chinn, & Yencho, 2013; Wood et al., 2016).
Adicionalmente, para cada ensayo se hizo un ensayo control, en el cual no se adicionaron

enzimas, pero también se realiz6 el ajuste de pH a través del tiempo.

A Ensayos con variables definidas para Alcalase® 2.5 L en reactor de 40 L

Parar desproteinizar una cantidad de cascarilla de cebada suficiente para los ocho ensayos
definitivos del SE, se realiz6 la hidrélisis enzimatica con Alcalase® 2.5 L simultdneamente
con la eliminacion de almidén, en un reactor de 40 L con control de pH por 4 horas de
reaccién. Las condiciones fueron pH 7,0, 60°C, 10% p/p de carga de sélidos y velocidad de
agitacion de 250 rpm. Los solidos desproteinizados se separaron del medio liquido por
centrifugacion a 3000 rpm durante 15-20 min en una centrifuga Comteifa. El sobrenadante
se caracterizé determinando su contenido de azucares neutros simples. El sélido se lavd
con agua destilada y se volvié a congelar en bolsas plasticas herméticamente cerradas
hasta los ensayos definitivos del SE. Los s6lidos desproteinizados se caracterizaron segun

la metodologia descrita en la seccién 3.2.2.

4.2.4 Pre-tratamiento de explosion con vapor

El pre-tratamiento se realiz6 por lotes en una unidad piloto de SE basada en la tecnologia
Masonite. La unidad consta de un reactor de 2 L, como se muestra en la Figura 4-2, y esta
ubicada en la Unidad de Biocarburantes del CIEMAT (Madrid-Espaia). El reactor fue
cargado con 200 g de cascarilla de cebada (base seca) por cada ensayo. La cascarilla de
cebada humeda se impregné con una solucion de H,SO4 5% plv, por un periodo de 12

horas.

Una vez cargada la biomasa, se permitié el ingreso directo de vapor saturado, el cual se
producia en un generador de vapor a 240°C. El tiempo cero se definié en el momento en el
gue el reactor alcanzaba la temperatura de ensayo, entre 14-31 segundos después del

ingreso del vapor.

Después de alcanzado el tiempo de ensayo de pre-tratamiento, el material se descomprime
subitamente hasta alcanzar la presién atmosférica (13,6 psia), recuperandose en un tanque
de expansion a una temperatura ~40°C. Posteriormente, la cascarilla de cebada pre-tratada
y himeda se separé por centrifugacion a 3000 rpm durante 15-30 minutos en una centrifuga

Comteifa equipada con cestas de diametros de 140mm hasta 400mm. Los WIS, se lavaron
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y centrifugaron simultaneamente con 5 L de agua destilada, para remover la proteina
soluble remanente y los azlcares extraidos en el pre-tratamiento que podrian seguir
humectando al sélido. Los WIS fueron analizados como se describi6 en la seccién 3.2.2 y
se determiné el contenido de aztUcares monoméricos libres y totales (previa hidrdlisis acida
con HxS0O4 al 4% viv, 121°C por 30 min), acido acético, compuestos fendlicos y productos
de degradacién como el acido férmico, furfural y 5-hidroximetilfurfural (HMF) de la fraccién

liquida, siguiendo el procedimiento descrito en la seccion 4.2.8.

»
Generador de »
vapor
1..:1—_—— i
@ |d==m==pi
1P
Tanque de

v expansion
v, P

Figura 4-2. Diagrama de flujo para el sistema de explosion con vapor ubicado en la
Unidad de Biocarburantes del CIEMAT (Madrid-Espafia).

A Definicién del intervalo de estudio para las variables de interés

Para definir el intervalo de estudio de las variables de interés en el pre-tratamiento de SE,
se estudio6 el efecto de temperatura, tiempo, y concentracion de catalizador (H.SO4), sobre
la cascarilla de cebada cruda como sale del proceso de fabricacién de la cerveza. Para ello,
se realiz6 un experimento cuyos ensayos Pre-SE1 a Pre-SE11 se presentan en la Tabla 4-
1.
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La variable de respuesta principal fue el rendimiento de extraccién de xilosa potencial en el

liquido, definido a través de la Ecuacién 4-2.

YQE QQ4 Q@D d & Q@Ma § & &'QETEMAHD Qi i @ AHO
b b priTh (4-2)

Adicionalmente se reporto la recuperacion de xilosa en el sélido pre-tratado (Ecuacién 4-3)
y el porcentaje de pérdidas de xilosa (Ecuacion 4-4).
YQE QQ4G QR0 1 & IQAIESIH 8 EQdea QQ O i Q THO

e

= (4-3)

0 €1 QMBI VWD O AAHO pnmnb

YQE QQ4 Q@D & Q@Ma O EQ@) 6 QQE

YQ& 'QQb QO QI N & IQAH Q) Qs 'QQ O i '@ THO (4-4)
Los intervalos de estudio se definieron tomando como referencia reportes de la literatura,
pero principalmente, la experiencia de los investigadores del CIEMAT vy los resultados de
trabajos realizados por la Unidad de Biocarburantes sobre la extraccion de la fraccion de
hemicelulosa en el liquido del pre-tratamiento de otras biomasas como la paja de trigo y de

cebada.

Dentro de las variables de estudio se consideré la impregnacién del material con un
catalizador acido, ya que esto mejora la extraccion de la hemicelulosa en la tecnologia del
SE vy, posteriormente, el rendimiento de la HE de la celulosa en los WIS. Las temperaturas
se evaluaron desde 180 hasta 215°C, con tiempos y concentraciones de acido diferentes
(Pre-SE1 a Pre-SES8), buscando, por ejemplo, incrementar la temperatura para reducir el
tiempo de exposicion de la biomasa y asi evitar la degradacion de los azlcares
hemiceluldsicos, o reducir la temperatura y en contraposicion aumentar el tiempo de
residencia, para asi lograr una mayor exposicion de la cascarilla de cebada al vapor y

extraer mas hemicelulosa.

En segunda instancia se evaluaron dos condiciones en las cuales se pretendia mejorar los
fendmenos de transferencia de masa y calor asociadas a este pre-tratamiento. En el
primero, Pre-SE9 se redujo el tamafio de particula de la cascarilla de cebada hasta un
promedio de 583,7 mm. En el segundo, Pre-SE10 y Pre-SE11 se elimind un porcentaje de

las proteinas por hidrolisis enzimatica previo a los ensayos de SE.



132 Valorizacion de la cascarilla de cebada del proceso cervecero para la

produccion de xilitol

Tabla 4-1. Ensayos para definir las condiciones de operacién del pretratamiento de la
cascarilla de cebada por SE

Caracteristicas de Condiciones
e cascarilade | de s ensayos | T () |t (miny | CONCONraCiON
cebada evaluadas Yos | T It min hiso, (%p/v)
Pre-SE1 200 10 0
Pre-SE2 190 5 0,5
Pre-SE3 190 10 0,5
Impregnacion con Pre-SE4 190 20 0,5
acido Pre-SE5 200 5 0,5
Pre-SE6 205 7,5 0,75
Pre-SE7 215 4 1,0
Pre-SE8 215 10 1,0
Molida Pre-SE9 190 10 0,5
Desproteinizada por Pre-SE10 190 10 0,5
pepsina Pre-SE11 180 20 0,5

A Estudio de la extraccion de hemicelulosa por SE

De acuerdo con los resultados de los ensayos para definir el intervalo de las variables, se
usé como materia prima para el estudio definitivo de extraccién de la hemicelulosa por SE
la cascarilla de cebada previamente desproteinizada con Alcalase® 2.5L. Adicionalmente
se tomaron como base los resultados obtenidos en trabajos previos del grupo de
investigacion de la Unidad de Biocarburantes en el CIEMAT, donde con SE, sobre paja de
trigo obtuvieron rendimientos del 60% de xilosa en el liquido de pre-tratamiento, a 180°C
por 35 min, y superiores al 75%, impregnado la biomasa con acido a la misma temperatura,
durante 3,5 min (Ballesteros, 2017).

El disefio experimental que se formul6 correspondié a un disefio factorial multinivel donde
se evaluaron dos factores: temperatura con tres niveles (160, 170 y 180°C) y tiempo con
dos niveles (15 y 30 min), la concentracion de &cido para impregnar el material se

parametrizd en 0,5% p/v.

Este disefio de experimentos contemplé entonces seis ensayos, como se observa en la
Tabla 4-2. Adicionalmente al disefio experimental planteado, se realizaron dos ensayos mas

a 170 y 180°C por 30 min, sin la impregnaciéon del material con acido. El objetivo de estos
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fue validar el uso de este catalizador en la liberaciéon de la hemicelulosa en el liquido del
pre-tratamiento a estas nuevas condiciones de temperatura y tiempo, ya que en los ensayos
que permitieron definir las variables de estudio, no se habia realizado la etapa de

desproteinizacion ni eliminacién de almidén a la cascarilla original.

Tabla 4-2. Disefio experimental factorial multinivel para los ensayos definitivos del pre-
tratamiento de SE sobre la cascarilla de cebada desproteinizada con y sin impregnacion

de acido
Condiciones de
impregnacion del |Nomenclatura| Temperatura (°C) | tiempo (min)
material
SE1 15
SE2 160 30
Impregnada con acido SE3 170 15
(0,5% piv) SE4 30
SE5 15
SE6 180 30
Sin impregnacion SE7 170 30
SE8 180 30

Para los resultados del disefio experimental, se realizé analisis de varianza y optimizacion
del disefio experimental utilizando el software StatGraphics Plus 5.0 Enterprise Edition

(Satistical Graphics Corporation, Princenton, NY).

4.2.5 Hidroélisis enziméatica

La HE se realizé sobre el liquido obtenido después del SE. Estos ensayos se dividieron en
dos grandes grupos: en el primero se realiz6 la HE con enzimas comerciales puras y en el

segundo se realizaron ensayos con cocteles enzimaticos comerciales.
A Ensayos con enzimas comerciales puras

Para el primer ensayo con las enzimas comerciales puras, se evalué la viabilidad de
hidrolizar dos sustratos diferentes; el primer sustrato correspondio6 al liquido crudo que se
obtuvo directamente del SE (a las condiciones del ensayo realizado en el punto éptimo,
173°C y 15,5 min). El segundo consistié en un liquido con un potencial de azicares mas
alto, el cual se obtuvo concentrando el liquido crudo 5,5 veces mediante evaporacion al
vacio a 50°C, hasta obtener un valor tedrico de xilosa ~80g/L. Lo anterior, teniendo en

cuenta que, segun el planteamiento de la segunda opcién de proceso para la produccion
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de xilitol, se hace necesario antes de la hidrélisis o después de esta, concentrar el liquido

obtenido hasta obtener una concentracién de sustrato ideal para la fermentacion del xilitol.

La Tabla 4-3 muestra la combinacion de las enzimas utilizadas para el primer ensayo de
HE, junto con su porcentaje de combinacion. Para este primer ensayo, se tomé como punto
de referencia la mezcla de enzimas empleadas en la hidrolisis enzimatica de la fraccion de
AX extraidos después del tratamiento alcalino, segin la primera opcion de proceso
planteado en la seccion 3.2.9 del Capitulo 3. La dosis total de enzimas que se utilizaron
para el primer sustrato fue 1,5 mg enzima-proteina/g AX potencial para el liquido crudo y

0,3 mg enzima proteina/g AX potencial para el liquido concentrado 5,5 veces.

Tabla 4-3. Enzimas puras comerciales utilizadas para realizar la HE sobre el liquido crudo
obtenido directamente del SE y para el segundo sustrato, liquido concentrado 5,5 veces.

mg enzima proteina/ Porcentaje
No. Enzima Familia L|’quidog ﬁéSi%toer::gIr?clzentrado comb?r?acién
crudo 5,5 veces (%)

: GH11 0,05 0,01 3,36

o endo-1.4-b-xilanasa GH10 = 0,54 0,11 37,16

3 la-L- GH43 0,12 0,03 8,31

' 4 | arabinofuranosidasa GH51 0,22 0,05 15,00
5 | b-xilosidasa GHA43 0,07 0,01 ' 4,79

6 |a-glucuronidasa GH67 0,46 0,10 31,38

Después de realizar el experimento descrito en la Tabla 4-3, se realiz6 el siguiente
experimento solamente sobre el liquido concentrado 5,5 veces, variando la combinacion de
enzimas adicionadas y la dosis. Esta nueva combinacion se ajusté con base en la posible
estructura y proporciéon que podrian tener los oligobmeros de AX extraidos en este liquido
concentrado. El razonamiento que se hizo tuvo en cuenta que como ~84% de la arabinosa
después del SE ya se habia liberado como azlcar neutro, entonces, las enzimas accesorio
tipo a-L-arabinofuranosidasas debian estar en menor cantidad con respecto a las enzimas
principales endo-1,4-b-xilanasas y b-xilosidasas. Asi se estableci6 el porcentaje general y

especifico de enzimas que muestra la Tabla 4-4.
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Tabla 4-4. Porcentaje de combinacion de enzimas puras adicionadas sobre el liquido
concentrado 5,5 veces (ensayo pre-liminar)

Porcentaje Porcentaje
Actividad enzimética | general de Actividad enziméatica especifico de
general combinacioén especifica (familia) combinacioén
(%) (%)
. endo-1,4-b-xilanasa (GH10) 10
Endo-1,4-b-xlanasas 20 endo-1,4-b-xilanasa (GH11) 10
b-xilosidasas 70 b-xilosidasa (GH43) 70
a-L-arabinofuranosidasa (GH43) 3
Accesorio 10 a-L-arabinofuranosidasa (GH51) 3
a-D-glucuronidasa (GH67) 4

Las actividades enziméticas se dividieron en tres grandes grupos: 1. Actividad endo-1,4-b-
xilanasa (20%), 2. Actividad b-xilosidasa (70%) y 3. Actividades accesorio (10%). En el
primer grupo se incluyeron las dos enzimas de las familias GH10 y GH11 que se tenian a
disposicién para hidrolizar la xilosa de la cadena principal, ajustando su cantidad en partes
iguales. Se decidié que la enzima b-xilosidasa debia estar en mayor cantidad respecto al
resto de las enzimas, ya que la fraccion de AX extraidos en el liquido podria encontrarse
principalmente como oligdbmeros solubles presuntamente de DP entre 2-6 unidades de
xilosa (Kemppainen et al., 2016; Alvarez et al., 2017), sumado a la caracterizacion del
cromatograma a tiempo cero en el cual se obtuvo 10,80 g/L de xilobiosa y 20,56 g/L de
xilosa, corroborandose que el 24,81% de los azUcares se encontraron en forma de DP4-
DP2y el 33,32% en forma de DP>DP4.

Por lo tanto, la actividad enzimatica b-xilosidasa se requiere en mayor porcentaje, para
lograr que los xilo-oligosacaridos lineales neutros, principalmente el Xyl, y Xyls, sean
hidrolizados hasta monémeros. Esta enzima adicionalmente libera la xilosa del extremo no-
reductor de los xilo-oligosacaridos y puede acortar el &cido aldopentaurénico MeGIcA3Xyl,
hasta el 4cido aldotetraurénico MeGIcA3Xyl; (Biely et al., 2016). De manera semejante, se
espera que las unidades de xilosa que se encuentren en mayor grado de polimerizacion se
reduzcan secuencialmente por la accion de las endo-1,4-b-xilanasas y posteriormente por
la b-xilosidasa, lo cual ratifica por qué esta actividad sigue siendo la mas importante para

hidrolizar todas las fracciones hasta xilosa.

Finalmente, en el tercer grupo se considerd el aporte de tres enzimas accesorio: las

enzimas a-L-arabinofuranosidasas, correspondientes a las familias GH43 y GH51 en partes




136 Valorizacion de la cascarilla de cebada del proceso cervecero para la

produccion de xilitol

iguales (3%). Este porcentaje se establecio teniendo en cuenta que en el liquido habia tan
solo un 16% de arabinosa potencial de hidrélisis. Por lo tanto, aln se requiere de esta
actividad enzimatica para hidrolizar las sustituciones de arabinosa en la cadena principal o
en los oligébmeros de cadena mas pequefa, para asi liberar ain mas xilosa. El restante 4%
del conjunto de enzimas accesorio se ajustd con la enzima a-glucuronidasa (familia GH67),
ya que se detectd también la presencia de acidos urdnicos en la estructura de los AX
extraidos con el SE (datos no mostrados), asi como se estableci6 para la fraccién de AX

extraidos con el pre-tratamiento alcalino (seccion 3.3.10).

La dosificacion de la mezcla enzimética adicionada por ensayo, se establecié con base en
el referente tedrico de 0,6 mg mezcla de enzimas/g de sustrato (Meyer, Rosgaard, &
Sgrensen, 2009; Rasmussen et al.,, 2012).También se consideraron los resultados
obtenidos en el ensayo anterior para una dosis de 0,3 mg enzima-proteina/g AX potencial
en el cual se alcanz6 tan solo un rendimiento del 40% de liberacion de xilosa. Asi, la

cantidad de catalizador se duplico.

Después de evaluados los resultados, se establecié una tercera combinacion y dosis de
enzimas comerciales puras, adicionando esta vez dos enzimas mas con actividades

especificas estearasas.

La adicion de dos nuevas enzimas tipo acetil xilano estearasas y feruloil estearasas se
debié a la liberacién del acido acético y ferulico, del liquido concentrado 5,5 veces a tiempo
inicial y final de una muestra del ensayo anterior. Por ende, se establecié la necesidad de
adicionar también estas actividades enzimaticas para despolimerizar en mayor proporcion
los AX solubilizados por el SE hasta xilosa. Esta idea se corroboré con los argumentos
tedricos proporcionados por Biely et al., (2016) quienes describieron que todos las
tecnologias que no involucran pre-tratamientos alcalinos sobre el fraccionamiento de la
biomasa en el contexto de una biorrefineria, generaran hemicelulosas parcialmente
acetiladas. Sumado a esto, se ha reportado que en los tratamientos de SE sobre maderas
duras, aproximadamente 60% de los residuos de xilosa pueden estar acetilados, una mayor
parte de los residuos de Xylp estan monoacetilados en la posicion 2 o 3 y una porciéon menor
estaran 2,3-di-O-acetilados. La acetilacién 3-O frecuentemente acompafia la sustitucién 2-

de los residuos de Xylp con el MeGIcA, como se observa en la Figura 4-3 (Biely et al., 2016)
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Figura 4-3. Esquema de deacetilacion de los acetilglucuronoxilanos (la segunda cadena
desde arriba) por las acetil-xilano estearasas de las familias CE 1,4,5y6 vy la
degradacion posterior de las xilanasas GH10 y GH11. Las acetil-xilano estearasas no
atacan el grupo 3-O-acetilo de los residuos sustituidos con MeGIcA. Los residuos de Xylp
doblemente sustituidos no sirven como sustrato para las acetilxilano estearasas CE4. Las
xilanasas de las familias GH10 y 11 generan los mismos &cidos aldourénicos del xilano
acetilado (Figura 1-5; MeGIcA3Xyl; and MeGIcA®Xyls, respectivamente), pero también
aquellos que estan 3-O-acetilados en el residuo de Xylp sustituido con MeGIcA (formulas
en la parte inferior).

Reproducido de Biotechnology Advances, autores: Peter Biely, Suren Singh, Vladimir Puchart,
Towards enzymatic breakdown of complex plant xylan structures: State of the art, Copyright 2018,
con licencia de Elsevier [4315171486063]

En la Tabla 4-5 se presenta el nuevo porcentaje de la combinacion de las enzimas

evaluadas.

Tabla 4-5. Porcentaje de combinacion de enzimas puras adicionadas a la mezcla de

enzimas mas dos nuevas actividades enzimaticas tipo estearasas

Actividad enzimética | Porcentaje grupo Actividad enzimatica IiDr?(;?\?igtua;Ie
general enzimas (%) especifica (familia) enzimas (%)

. Endo-1,4-b-D-xilanasa (GH10) 16

Endo-1,4-b-D-xilanasa 20 ’ .

X Endo-1,4-b-D-xilanasa (GH11) 4

b-xilosidasas 70 b-xilosidasa (GH43) 70

a-L-arabinofuranosidasas (GH51) 2,5

Accesorio 10 a-D.-gI.ucuromdasa (GH67) 2,5

Acetil xilano estearasa (CE1) 25

Feruloil estearasa (CE6) 2,5
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En la Tabla 4-5 se observa que las endo-1,4-b-xilanasas tienen una cantidad general del
20%, pero se vario el aporte especifico de la endo-1,4-b-xilanasa, correspondiente a la
familia GH10 al, 16% y el restante 4% para la familia GH11, ya que por regla general, las
xilanasas GH10 usualmente generan mas xilosa que las enzimas GH11 (Biely et al., 2016).
El aporte de la actividad b-xilosidasa se mantuvo en el 70%, asi como el 10% de las enzimas
accesorio. Sin embargo, para este nuevo ensayo se considerd el aporte de las enzimas
estearasas. Las cuatro enzimas accesorio se distribuyeron en partes iguales (2,5% para
cada una), eliminandose la actividad a-L-arabinofuranosidasa de la familia GH43 por
considerarse en los resultados obtenidos previamente para la HE de los AX de la cascarilla
de cebada extraidos con el pre-tratamiento alcalino (seccion 3.3.12, Capitulo 3) que se
podia prescindir de esta enzima. También se evaluaron dos dosis mas altas,
correspondientes al doble y al triple de la dosis inicial contemplada, asi las dosis evaluadas
correspondieron a 0,6 (I dosis), 1,2 (Il dosis) y 1,8 (lll dosis) mg de mezcla de enzimas-

proteina/g AX potencial.

Para finalizar los ensayos que contemplan el uso de enzimas comerciales puras, se plante6
un dltimo experimento para hacer el seguimiento de formacion de producto a través del
tiempo que permitiera comparar el comportamiento de las dos dosis potenciales (I y II)
encontradas como las mejores en el ensayo anterior, a dos temperaturas diferentes (40 y
50°C). Como se explico en la seccién 3.2.9, la temperatura de reaccion para la HE se ajusto
a 40°C como un balance de las temperaturas optimas entre las seis diferentes actividades
enzimaticas evaluadas en la mezcla. Sin embargo, algunas enzimas como las endo-1,4-b-
xilanasas y la b-xilosidasa reportan en sus fichas técnicas una temperatura optima de 50°C
e inclusive de 60°C (Anexo A), ya que estas enzimas fueron las que se agregaron en mayor
cantidad (Tabla 4-5), se analiz6 si a una temperatura superior se alcanzaria un porcentaje
de rendimiento mayor de xilosa, favorecido quizas por la temperatura 6ptima a la cual
actuan particularmente estas dos enzimas. Todos los ensayos se realizaron por duplicado

y la diferencia de medias se evalué por prueba de Tukey.
A Ensayo con cocteles enzimaticos comerciales

Con la finalidad de evaluar una segunda alternativa de hidroélisis enzimatica sobre el liquido
concentrado 5,5 veces, se realizaron pruebas con cocteles enzimaticos comerciales. Para

los primeros experimentos se emplearon tres enzimas diferentes: Ultraflo L, Celluclast 1.5
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L y Viscozyme L de la casa comercial Novozymes (Tabla 4-6 y Tabla 4-7). Estas enzimas
se utilizaron individualmente y en combinacion entre ellas, como se observa en la Tabla 4-

8, en una serie de siete ensayos.

Tabla 4-6. Resumen de las caracteristicas de los cocteles enzimaticos evaluados

Nombre de la Principal pH optimo dela Temperatura
. L Fuente principal optimade la
enzima actividad L L on -
actividad principal actividad
Celluclast 1.5 L Celulasa Trichoderma reesei 4,5-6,02 50-60?
Ultraflo L b-glucanasa® Aspergillus niger 6° 40¢
Viscozyme L b-glucanasa® | Humicola insolens 3,5-5,52 25-552

a Informacion proporcionada por las fichas técnicas de Novozymes A/S (Bagsveerd, Dinamarca) ? La preparacion de b-
glucanasa contiene arabinasa, celulasa, pentosanasa y actividades laterales xilanasa, de acuerdo a las fichas técnicas de
Novozymes A/S (Bagsveerd, Dinamarca) ¢ Informacion internacional de Novozymes A/S

Reproducido de Enzyme and Microbial Technology, autores: Hanne R. Sgrensen, Sven Pedersen,
Anne S. Meyer, Synergistic enzyme mechanisms and effects of sequential enzyme additions on
degradation of water insoluble wheat arabinoxylan, Copyright 2018, con licencia de Elsevier
[4315131466003]

Tabla 4-7. Actividades enzimaticas presentes en los cocteles enzimaticos Celluclast 1.5 L
y Ultraflo a pH 5, 50°C

Enzima Actividad
a-L-arabinofuranosidasa Endo-1,4-b-xilanasa b-xilosidasa
Celluclast 1.5 L 12,5 45 19,6
Ultraflo L 472 43,8 14,8

Reproducido de Enzyme and Microbial Technology, autores: Hanne R. Sgrensen, Sven Pedersen,
Anne S. Meyer, Synergistic enzyme mechanisms and effects of sequential enzyme additions on
degradation of water insoluble wheat arabinoxylan, Copyright 2018, con licencia de Elsevier

[4315131466003]
Tabla 4-8. Definicion de los ensayos con enzimas comerciales en forma individual y
combinada
Porcentaje de
Ensayo No. Enzima combinacién (%)
1 Ultraflo L 100
2 Celluclast 1.5 L 100
3 Viscozyme L 100
4 Ultraflo L+Celluclast 1.5 L 50:50
5 Ultraflo L+Viscozyme L 50:50
6 Celluclast 1.5 L+Viscozyme L 50:50
7 Ultraflo L+Celluclast 1.5 L+Viscozyme L 33,3:33,3:33,3
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Después de evaluar la serie de cocteles enzimaticos comerciales del ensayo anterior y no
encontrar resultados para la liberacion de xilosa en el liguido mayores a 12% de
rendimiento, se realiz6 un segundo ensayo con la enzima comercial de la casa Novozymes,
Cellic™ Ctec 1, que en ensayos previos de la Unidad de Biocarburantes habia dado
resultados positivos para la liberacibn de xilosa en los liquidos obtenidos del SE

provenientes de otras biomasas pre-tratadas (Saez & Alvarez, 2017).

Para ello, los experimentos se realizaron en dos partes: en la primera parte se evaluaron
diferentes dosis de la enzima Cellic™ Ctec | en relaciones volumétricas: 1, 2, 3 y 4%
volumen de enzima /volumen de liquido, y en la segunda parte se evalu6 la suplementacion
de las dosis anteriores con la actividad enzimatica pura b-xilosidasa de la familia GH43 al
0,1 mg/g AX (Sgrensen, Pedersen, & Meyer, 2007).

4.2.6 Hidrolisis enziméatica de los WIS pre-tratados

Una de las corrientes laterales de proceso obtenida en los ensayos de SE, son los WIS;
estos presentan un alto potencial de hidrélisis para obtener fracciones ricas en azlcares
simples (ricos en glucosa principalmente). Con el objetivo de valorizar esta corriente en el
esquema del proceso planteado dentro del concepto de una biorrefineria, los WIS se
hidrolizaron enzimaticamente utilizando un complejo enzimatico Cellic™ Ctec Il a 15
FPU/mL (Novozymes). La hidrolisis se realizé en buffer citrato 0,1 M, pH 5 a 50°C en
Erlenmeyers de 100 mL, en agitacién orbital a 150 rpm por 72 horas con una carga de
sélidos del 5% (p/v) en base seca. La hidrdlisis se realizd por triplicado y lo resultados

presentados son el promedio de estos.

4.2.7 Fermentacion

Para la fermentacion se utilizé el mismo microorganismo y procedimiento de produccion del
indculo, asi como la misma técnica para determinacién de biomasa y determinacion de k.a,

descritas en la seccién 3.2.10.

Los ensayos de fermentacion para esta opcion de proceso se dividieron en dos partes. La
primera parte consistio en la evaluacién de la toxicidad del liquido obtenido en el SE
variando el pH a nivel de matraz Erlenmeyer para el liquido crudo y el liquido 5,5 veces

concentrado aun pHde 4,5y 5,5.
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Posteriormente, definida esta variable, se realizé la fermentacion en biorreactores de un
litro (por duplicado). Como materia prima se usé el liquido obtenido con las mejores
condiciones encontradas en el disefio de superficie de respuesta del pre-tratamiento de SE.
Este liquido se concentré hasta obtener un valor de sustrato de ~80g/L. El liquido
concentrado posteriormente se pre-sacarificé con ayuda de la enzima Cellic™ Ctec | al 1%
v/v suplementada con b-xilosidasa (0,1 mg/g AX) por 24 horas, posteriormente se ajusto el
valor de k.a de 15h en el reactor mediante el método dindmico y se realizé el seguimiento

en el tiempo.

4.2.8 Métodos analiticos

A Determinacion de azlcares, xilitol y arabitol por cromatografia liquida

Se empled un cromatografo liquido Waters 2695 con un detector de indice de refraccion y
una columna CARBOSep CHO-682 LEAD (Transgenomic, Omaha, NE) operada a 75°C
con agua Milli-Q (Millipore) como fase maévil (0,5 mL/min) para cuantificar no solamente los
azUcares neutros, sino también los productos de fermentacion como xilitol, arabitol y

glicerol.
A Determinacion de acido acético y férmico

El 4cido acético y formico se cuantificaron por HPLC (Waters, Milfors, MA) usando un
detector de indice de refraccion 410 Water. Se utilizé una columna Aminex HPX-87H (Bio-

Rad Labs, Hercules, CA) a 65°C y H,SO4 5mM a un flujo de 0,6 mL/min como fase mdvil.
A Determinacion de etanol por cromatografia de gases

El etanol se analiz6 por cromatografia de gases, usando un sistema GC 7890A (Agilent,
Waldbronn, Germany) equipado con un inyector de la serie Agilent 7683B, detector de
ionizacion de flama y una columna Carbowax 20 M a 85°C. La temperatura del inyector y el

detector se mantuvo a 175°C.
A Determinacion de inhibidores de fermentacion

Los compuestos fendlicos se analizaron por HPLC (Agilent, Waldbronn, Germany)

empleando una columna Coregel 87H3 (Transgenomic, San Jose, CA) a 65°C, equipada
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con un detector de arreglo de diodos 1200 (Agilent, Waldbronn, Germany). La fase mavil

estaba compuesta de 89% (5mM H>SO4) y 11% acetonitrilo con un flujo de 0,7 mL/min.
A Determinacion de actividad enzimética proteasa

La determinacion de la actividad enzimatica proteasa se realizé siguiendo la metodologia

del ensayo universal de actividad proteasa, usando caseina como sustrato.

4.3 Resultados y discusion de resultados

4.3.1 Caracterizacion de la cascarilla de cebada

A la cascarilla de cebada fresca se le determiné su humedad (76,1+1,32%), asi como el pH
del liquido (mosto) que aun impregnaba al material sélido (3,60). En la Tabla 4-9, se

presenta la caracterizacion de la cascarilla de cebada proveniente de la cerveceria Mahou.

Tabla 4-9. Composicién de la cascarilla de cebada proveniente de la cerveceria Mahou
(materia seca, %)

Contenido(% en

Componente base seca)
Glucanos 20,69

Celulosa 15,48+ 0,4

Almidén 5,21 + 0,082
Hemicelulosa 19,81

Xilano 13,20 £ 0,47

Galactano 0,33+ 0,01

Arabinano 5,59 + 0,01

Manano 0,70 £ 0,01
Lignina 14,01

Acido insoluble 9,45 + 0,14

Acido soluble 4,56 + 0,43
Extractivos 24,28

AcCu0s0s 11,72+ 2,11

Organicos 12,55 + 0,60
Grupos acetilo 0,56 + 0,0015
Proteinas 15,57 £ 0,72
Cenizas totales 3,80 + 0,05
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Como se observa en la Tabla 4-9, la cascarilla de cebada procedente de la cerveceria
Mahou en Espafia esta compuesta por 20,69% de glucanos, distribuidos principalmente en
almidon y celulosa. Esto a su vez indica un remanente de 5,21% de azlcares en forma de
almidén que no se extrajeron en el proceso de produccién de cerveza y, por lo tanto, la
celulosa correspondié al restante 15,48%. El almidon presente en esta cascarilla de cebada
fue mas alto que el encontrado para la cascarilla de cebada de origen colombiano (1,21%)

y la de origen finlandés (3,08%) caracterizada por Kemppainen et al., (2016).

La fraccién de hemicelulosa fue 19,81%, distribuida principalmente en xilano (13,20%) y
arabinano (5,59%). El potencial de produccién de xilosa es del 15%, valor ligeramente

inferior al potencial encontrado en el lote de la cascarilla colombiana (18,5%).

El contenido total de la lignina fue 14,01% del peso seco, distribuido en 67,5% de acido-
insoluble y 32,5% de acido-soluble. EI primero se determind como la conocida lignina
Klason, pero como este material presentd un alto contenido de proteinas, debio realizarse
la correcciéon del valor, no solamente por las cenizas sino también por las proteinas para
estimar el valor real, que fue 9,45%. Este resultado es semejante al valor reportado (10%)

para este mismo material pero de origen finlandés (Kemppainen et al., 2016).

Las cenizas totales correspondieron al 3,80%, donde aproximadamente 66% es material
inorganico que puede removerse por el lavado o extraccion acuosa de la cascarilla. Los
grupos acetilo correspondieron al 0,56%, valor relativamente bajo comparado con el de
otras biomasas residuales, como la biomasa de la poda del olivo (2,3%) (Negro et al., 2015),
paja de cebada (1,8%) (Duque et al., 2013) y cardo (3,8%) (Ballesteros et al., 2008).

Vale la pena resaltar que esta biomasa tiene un contenido de extractivos acuosos y
organicos del 24,28%. Del total de estos extractivos 6,60% son oligdmeros de glucosa,
40,43% proteina o compuestos nitrogenados y 7,83% cenizas extraidas. Otros azUcares
estuvieron presentes en los extractivos acuosos en cantidades traza. La proporcion de la
fraccion de extractivos fue mayor que la reportada para otros residuos agricolas, como paja
de cebada (10,2%) (Duque et al., 2013), pero semejante a la biomasa de la poda del olivo
(24,5%) (Negro et al., 2015). El porcentaje de extractivos organicos extraidos con etanol
(12,55%) fue semejante a los extractivos lipofilicos (11,4%) reportados por Kemppainen et
al., (2016).
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Los oligbmeros de glucosa encontrados en los extractivos acuosos son, seguramente,
azucares residuales que humectan la cascarilla de cebada y que son parte del mosto
después del proceso de maceracion en la elaboracién de la cerveza. Los carbohidratos
presentes en este mosto corresponden principalmente a azlcares fermentables como
fructosa (4,4% plv), glucosa (12,5% p/v), maltosa (66,5% p/v) y maltotriosa (16,7% p/v). El
mosto también contiene fuentes de carbono no fermentables tales como dextrinas y b-

glucanos (Piddocke, Kreisz, Heldt-Hansen, Nielsen, & Olsson, 2009).

Por lo tanto, el contenido total de glucosa potencial de la materia prima fue 30,52%,
correspondiente a la suma de glucanos (celulosa, almidén) mas los oligdmeros solubles de
glucosa encontrados en los extractivos acuosos, y que pueden provenir del mosto que

humecta a la cascarilla.

La cascarilla de cebada, al ser un co-producto industrial que no tiene las caracteristicas
propiamente estructurales de un material lignocelulésico, present6 cantidades importantes
de proteina en su estructura. Esta proteina fue 20,57%, pero corregida por los extractivos
fue tan solo 15,57%. Este valor es ligeramente inferior al reportado para la cascarilla de
origen finlandés (22,6%) (Kemppainen et al., 2016) y similar al valor encontrado en la

cascarilla de origen colombiano (19,32%).

La cascarilla de cebada sufre transformaciones en su composicién después del proceso de
malteado y extraccion de azucares en la etapa de maceracion del proceso cervecero. Celus,
Brijs, & Delcour (2006), reportaron que la cascarilla de cebada contiene una menor cantidad
de almidén en comparacion con la cebada y la malta, y que el contenido de proteina, AXy
cenizas es mayor que en la materia prima de origen. Aproximadamente el 65% de las
proteinas de la malta son retenidas en la cascarilla de cebada, mientras que alrededor del

35% estan presentes en el mosto.

4.3.2 Definicion del intervalo de estudio para las variables de
interés en el pre-tratamiento de SE

En la Tabla 4-10 se presentan los resultados correspondientes a los ensayos que

permitieron definir el intervalo de estudio para las variables de interés definitivas en el SE.

Para el primer ensayo, Pre-SE1, el rendimiento de xilosa en el liquido fue 17,6%, valor

ligeramente superior al ~16% como solubilizacién de xilano reportado por Kemppainen et
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al., (2016), bajo las mismas condiciones de reaccion (200°C por 10 min). En el ensayo Pre-
SE2 se obtuvo un 30,7% de rendimiento de xilosa en el liquido. Las condiciones de
extraccion fueron 190°C por 5 minutos, adicionandose un catalizador H,SO4 al 0,5% p/v.
Por tanto, la adicién de este catalizador permitio mejorar la extraccion de xilosa en el liquido
respecto al ensayo Pre-SE1, sin adicion de catalizador, e inclusive presenté el mayor
porcentaje que los restantes ensayos a mayor temperatura o tiempo, con excepcion de la
condicién en la cual la cascarilla se desproteinizd (Pre-SE3 a Pre-SE9), en los que el
rendimiento fue C80,3%.

Tabla 4-10. Rendimiento de xilosa para los ensayos que permitieron definir el intervalo de
estudio para el pre-tratamiento de SE

Rendimiento de xilosa (%)
Condiciones de la | Nomenclatura

cormengas | encayes | " | auido | Soldo | pércaas
Pre-SE1 3,6 17,6 62,9 19,5

Pre-SE2 3,0 30,7 68,9 0,4

Pre-SE3 2,6 23,4 66,1 10,5

Impregnacion con Pre-SE4 2,9 15,9 40,5 43,6
acido Pre-SE5 2,5 21,6 66,6 11,8
Pre-SE6 2,2 14,8 53,1 32,1

Pre-SE7 2,1 11,9 57,8 30,3

Pre-SES8 2,0 12,4 56,3 31,3

Molida Pre-SE9 2,6 15,2 69,6 15,2
Desproteinizada Pre-SE10 2,2 30,3 23 46,7
pepsina Pre-SE11 2,0 36,0 32 32,0

Los resultados de los ensayos Pre-SE3 (190°C por 10 min) y Pre-SE4 (190°C por 20 min)
demostraron que tiempos mas largos de reacciébn a esta temperatura disminuian el
rendimiento de xilosa en el liquido: 23,4% contra 15,9% respectivamente. Este
comportamiento puede explicarse por la degradacion de estos azucares hemicelulésicos
sometidos a un mayor tiempo de residencia, lo que se evidencié ademas en el porcentaje

de pérdidas para estos dos ensayos.

Para los ensayos Pre-SE5 a Pre-SE8, en los que se incremento la temperatura de 200
hasta 215°C con tiempos y concentraciones de &cido diferentes, los rendimientos fueron de

maximo 21,6% (Pre-SE5). Estos resultados siguieron demostrando la dificultad de extraer
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la hemicelulosa en el liquido por SE sobre la cascarilla de cebada. Alvarez et al., (2017)
obtuvieron rendimientos del 36% de xilano en el liquido sobre paja de trigo a 200°C por 4
min. Sin embargo, ratificaron el efecto de la adicion de catalizador, ya que Kemppainen et
al. (2016) a 200°C por 5 minutos y 200°C por 10 minutos sin adicion de acido lograron tan

solo el 10 y ~16% respectivamente, de recuperacion de xilano sobre la misma biomasa.

Teobricamente, la degradacion de los azlUcares hemiceluldsicos: xilosa y arabinosa,
comienza a temperaturas cercanas a 195°C. Por lo tanto, existe una competencia entre la
hidrélisis efectiva de los carbohidratos y su degradacion excesiva (Duque et al., 2016)
(Kemppainen et al., 2016), lo que a su vez explica por qué para las tres temperaturas
superiores a los 190°C los rendimientos de xilosa en el liquido fueran inferiores al 30,7%.
Sin embargo, Shindo & Tachibana, (2006), reportaron que pudieron solubilizar 60 g de
azucares a partir de 215 g de cascarilla de cebada por SE a condiciones de 235°C por 1
min, lo que significa una recuperacién del 50% de los azlcares, suponiendo un 40-50% de

contenido promedio de azUcares.

El alto contenido de proteina en la cascarilla de cebada también puede tener una incidencia
en la degradacion de los azucares durante el SE. Pueden ocurrir reacciones de Maillard
debido a la presencia de proteinas y carbohidratos durante la exposicién al calor,
cambiando la solubilidad de los componentes tanto en el liquido como en el sélido pre-
tratado (Kemppainen et al., 2016), siendo mas favorecidas para los azlcares reductores
tipo pentosas (xilosa y arabinosa) y temperaturas elevadas. Adicionalmente, estas
reacciones pueden generar compuestos que causan el entrecruzamiento de las proteinas
y por ende la reduccién en la transferencia de masa y calor por las propiedades asociadas

a la gelificacion de estas proteinas que se entrecruzan.

En el ensayo Pre-SE9 se pretendia verificar si a un menor tamafio de particula de la
biomasa se lograrian incrementar las velocidades de transferencia de masa y calor, y esto
se veria reflejado en una mayor extraccion. Sin embargo, el rendimiento alcanzado para el
ensayo fue de tan solo 15,2%, valor inferior al obtenido sin la etapa de molienda a las
mismas condiciones Pre-SE3 (24,3%). Por tanto, se evidencid que no era necesario
disminuir el tamafio de particula de la cascarilla de cebada. Este resultado, corresponde a
una ventaja técnica y econémica futura de este pre-tratamiento ya que no son necesarias

las etapas de secado y molienda de la materia prima previo al SE.
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Finalmente, teniendo en cuenta la apariencia cualitativa del slurry y sus caracteristicas
fisico-quimicas después de los nueve pre-tratamientos, se analizé que la presencia de la
proteina, asi como del almidén remante, tenian, posiblemente un efecto negativo, al generar
una barrera tanto fisica como quimica en la transferencia de calor y masa del vapor hacia
las fibras de la cascarilla de cebada. Las razones son la gelificacion de la proteina,
gelatinizacion y/o retrogradacion del almidén, asi como por ejemplo la presencia de cutina
en la materia prima (Kemppainen et al., 2016) ya que, la composicion de la biomasa ha

demostrado tener una influencia en la eficacia del pre-tratamiento (Duque et al., 2016).

El rendimiento de xilosa extraido en el liquido para los dos ensayos con la cascarilla de
cebada desproteinizada Pre-SE10 (190°C por 10 min) y Pre-SE11 (180°C por 20 min),
impregnando de nuevo la cascarilla desproteinizada con 0,5% p/v de H.SO.4, mostraron un
30-37% de rendimiento, resultados semejantes y levemente superiores al maximo
encontrado en el ensayo Pre-SE2, realizado con la cascarilla de cebada original sin
desproteinizacion. El rendimiento de extraccion de proteinas, correspondié a un 37,19%

(aplicando la Ecuacién 4-1 para el ensayo con la pepsina comercial).

Posiblemente, como se observa en la Figura 4-4, la proteina hidrolizada después de la
hidrolisis enzimética con la pepsina, no podria formar una matriz tridimensional como un
gel, 1l o que elimin- eénggnanathadpda |l a pba
de calor y masa del vapor hacia la cascarilla de cebada, y por esto el rendimiento de

solubilizacion de los AX fue mejor en comparacién con los demas ensayos.

Finalmente, esto demostro las ventajas técnicas de la etapa previa de desproteinizacion de
la cascarilla de cebada, no solamente para validar parte de la hip6tesis formulada en esta
investigacion respecto al efecto del pre-tratamiento sobre la extraccion de la fracciéon de
hemicelulosa en el liquido, sino que adicionalmente permitiria valorizar una de las
fracciones mas representativas de esta biomasa como lo es la proteina, con las ventajas

asociadas a un proceso bhiotecnoldgico.

Estos resultados coinciden con la conclusién de Rommi et al., (2018) quienes aseveran que
la solubilizacion de las proteinas de la cascarilla de cebada, debe realizarse en una etapa
previa al SE para evitar las posibles reacciones quimicas tales como la desnaturalizacién
de las proteinas y la degradacién que ocurre a elevadas temperaturas. Adicionalmente, el
uso de las enzimas presenta varias ventajas importantes en proceso para obtener

compuestos derivados de la proteina en el liquido como los oligopéptidos, péptidos y/o

fegna pa
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aminodcidos, los cuales se espera no deberian sufrir mayores degradaciones o pérdida de
sus propiedades funcionales, lo cual en el contexto de una biorrefineria alrededor de la
valorizacion de esta biomasa co-producto del proceso cervecero seria bastante interesante
en un futuro.

:‘ f\ -d JI- i nzi 23 AN _/_--\
. \ Hidralisis enzimati

‘ Formacion de gel [usualmente por AT)
N SN =
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wi» Proteina nativa no hidrolizada
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4+~ Cargas electrostaticas
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Figura 4-4. Representacion esquematica de la gelificacion de proteinas y efecto de la
hidrélisis enzimética sobre las mismas. La gelificacion a menudo es inducida por un
proceso térmico, donde la proteina nativa se desnaturaliza y puede formar una red que se
mantiene unida mediante enlaces covalentes, interacciones idnicas e interacciones
hidré6fobas. Estas dos Ultimas interacciones pueden verse favorecidas por la hidrélisis
enzimatica, pero la capacidad de formacion de la red de proteinas suele estar ya muy
alterada debido a una disminucién en la masa molecular promedio (Wouters, Rombouts,
Fierens, Brijs, & Delcour, 2016)

Reproducido de Comprehensive Reviews in Food Science and Food Safety, autores: Arno G.B.
Wouters, Ine Rombouts, Ellen Fierens, Kristof Brijs, Jan A. Delcour, Relevance of the Functional
Properties of Enzymatic Plant Protein Hydrolysates in Food Systems, Copyright 2018, con licencia
de John Wiley and Sons [4307111381676]

4.3.3 Desproteinizaciéon y eliminacién de almidén

El mayor rendimiento de extraccion de xilosa en los ensayos del SE se alcanzé para la
cascarilla de cebada que se desproteinizé enzimaticamente con la pepsina (Pre-SE11).
Esto indicé la necesidad de realizar una etapa de desproteinizacion a la cascarilla de
cebada previo al sometimiento del SE.

Los ensayos de desproteinizacién por accion de la Alcalase 2.5 L a nivel laboratorio,
realizados para definir el pH de la operacién se observan en la Figura 4-5. Para la reaccion

a pH 7,0, el pH disminuye ligeramente, entre el tiempo cero y la primera hora (6,91 a 6,65),
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incrementa levemente entre la primera y la segunda hora, y permanece estable durante la
tercera hora y finalmente aumenta en la cuarta hora. El ensayo control (sin adicion de

enzimas) al mismo pH mostré un comportamiento semejante.

El ensayo a pH 8,5 mostré que del tiempo cero a la primera hora de reaccion el pH
disminuy6 casi una unidad y desde la primera hora hasta la cuarta hora se incrementa
paulatinamente hasta un pH superior al ajustado (8,8). El ensayo control a este pH presentd
un comportamiento semejante. De manera general, para esta reacciébn enzimatica, la
primera hora de reaccion es la hora critica en la cual debe tenerse un mayor control del pH,

en mayor medida para la reaccion a pH 8,5 respecto al pH 7,0.

® Alcalase pH 7,0 ® Control pH 7,0 4 Alcalase pH 8,5 » Control pH 8,5
9

8,5

0 1 2 3 4
tiempo (h)

Figura 4-5. Variacion del pH durante la hidrélisis enzimatica de la cascarilla de cebada
empleando Alcalase® 2.5 L a nivel de laboratorio a 60°C, 10% p/p de carga de sélidos y
200 rpm.

El rendimiento de desproteinizacién fue ligeramente mayor para el ensayo a pH 7,0
(72,62%) respecto al ensayo a pH 8,5 (68,01%). En los controles se alcanz6 maximo un
rendimiento de 54,99% para el pH 7,0 y 40,07% para el pH 8,5 (Figura 4-6), demostrandose
gue entre el 40-55% de las proteinas pueden ser extraidas sin adicion de enzimas. A estas
condiciones de temperatura y pH, la adicion de la Alcalase® 2.5 L incrementa la hidrélisis
enzimética de las proteinas no solubles de la cascarilla de cebada en por lo menos 20 a

30%, de acuerdo al pH empleado.
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Figura 4-6. Rendimiento de desproteinizacién para la hidrélisis enzimatica de cascarilla
de cebada con Alcalase® 2.5 L a nivel de laboratorio a 60 °C, 10% de carga de solidos y
200 rpm.

Los resultados obtenidos en esta etapa del proceso, coinciden con lo reportado por Treimo,
Aspmo, Eijsink, & Horn, (2008), quienes evaluaron la solubilizacion enzimética de las
proteinas de la cascarilla de cebada con varias preparaciones de peptidasas comerciales.
Encontraron que la Alcalase fue la peptidasa mas efectiva para solubilizar las proteinas de
la cascarilla, con capacidad de liberar hasta el 77% de la proteina total. Los andlisis de
composicion de los aminoacidos mostraron, adicionalmente, que los tratamientos con la
Alcalase solubilizaron principalmente prolina y glutamina (constituyentes principales de las
hordeinas de la cebada) de una manera ligeramente mas efectiva que los otros

aminoacidos de la cascarilla de cebada.

Los resultados hallados en esta investigacion, son similares a los reportados por Niemi et
al., (2013) y Rommi et al.,, (2018). Estos ultimos concluyeron que los rendimientos
experimentales de extraccion de la proteina sobre la cascarilla de cebada fueron entre 45
y 65%, mientras que los rendimientos tedricos estan entre 85 y 100%. La diferencia se
debid, presuntamente, a la alta capacidad de retencion de agua de la cascarilla de cebada.
En otras palabras, solo una parte del agua presente en la reaccion de hidrélisis se recupera
por la centrifugacién, resultando en bajos rendimientos reales. En la desproteinizacién del

salvado de arroz, por ejemplo, se han reportado hidrolizados con un porcentaje de
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extraccion de 81% y 88% de las proteinas empleando también enzimas comerciales como
la Alcalase 2.4L al 0.5% y Flavourzyme (Sari, Mulder, et al., 2015).

Con base en estos resultados, se seleccion6 el pH de 7,0 para llevar a cabo la
desproteinizacion del material que se someteria a los ensayos definitivos de SE, no
solamente porgue se obtuvo un mayor valor de rendimiento, sino porque este pH permite
garantizar que las enzimas amilasas puedan actuar parcialmente en el proceso de

eliminacion de almidén, que se realizé de manera simultanea con la desproteinizacion.

Eliminar el almidén se consideré como una etapa previa importante para la produccién de
xilitol, teniendo en cuenta que la glucosa podria ser una fuente primaria de carbono para el
crecimiento del microorganismo y no la xilosa, utilizdndose como nutriente para la
generacion de biomasa en la primera etapa de adaptacién del microorganismo al medio
(ventaja de proceso). Sin embargo, para lograr esto seria necesario establecer las
condiciones éptimas de concentracién de oxigeno disuelto para favorecer el metabolismo
de lalevaduray lograr que la glucosa se consumiera primero en la fase de adaptacién antes

que la xilosa.

Si las condiciones de oxigeno disuelto se adecuan solamente en la etapa de fermentacion
para favorecer la obtencién de xilitol, el microorganismo consumiria esta glucosa primero
para producir, por ejemplo, etanol y esto tendria varias consecuencias como ralentizar el
consumo de xilosa y por ende ralentizar la produccién de xilitol. Incluso, el etanol podria ser
inhibitorio para el microorganismo. Por lo tanto, la etapa simultdnea de HE del almidén
residual en la cascarilla de cebada después del proceso de la elaboracion de la cerveza,
permitiria recuperar también la glucosa en el medio liquido después del proceso de
desproteinizacion y asi se tendria una corriente adicional no solamente enriquecida en las
fracciones derivadas de la hidrélisis de la proteina, sino que también se tendria un medio

rico en glucosa y se disminuiria esta fraccion en el sélido desproteinizado.

En la Tabla 4-11 se presentan los azlUcares neutros extraidos en el liquido después de la
desproteinizacion en el reactor de 40 L, los cuales correspondieron mayoritariamente a
glucosa, como se esperaba. La caracterizacion de la cascarilla de cebada desproteinizada

se presentara en la seccion 4.3.4.

El rendimiento de extraccion de las proteinas para los ensayos realizados en el reactor de

40 L fue de 63,9%, valor inferior al alcanzado en los ensayos realizado en matraz
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Erlenmeyer a las mismas condiciones (72,62%), debido principalmente a la reduccién de la

velocidad de los fendmenos de transporte asociados al cambio de escala.

Tabla 4-11. Azlcares neutros obtenidos en el liquido resultante de la desproteinizacion de
la cascarilla de cebada, ensayo en reactor de 40 L

Azlcar | Concentracion (g/L)
Glucosa 11,4
Xilosa 0,35
Galactosa 0,092
Arabinosa 0,204

4.3.4 Caracterizacion de la cascarilla de cebada desproteinizada

Después de

la etapa de desproteinizaciéon y eliminacion del almidén

realizado

enzimaticamente, se caracterizo la cascarilla de cebada desproteinizada, que es la nueva

materia prima que se utilizaria para los siguientes ensayos de SE y por ende la base para

las posteriores etapas de hidrélisis enzimatica y fermentacion hasta xilitol. En la Tabla 4-12,

se presenta la caracterizacion de la cascarilla de cebada desproteinizada.

Tabla 4-12. Composicion de la cascarilla de cebada desproteinizada (materia seca, %)

Contenido
Componente (% base seca)
Glucanos 18,05
Celulosa 17,07 £ 0,20
Almidén 0,98 + 0,0854
Hemicelulosa 24,40
Xilano 16,81 +0,08
Galactano 1,35+ 0,03
Arabinano+Manano 6,23 £ 0,10
Lignina 12,82
Acido insoluble 9,68 +0,04
Acido soluble 3,14 £ 0,06
Extractivos 26,29
ACUO0SO0S 13,14+ 1,10
Organicos 13,15+ 0,64
Grupos acetilo 0,93 + 0,0279
Proteinas 8,68 £ 0,10
Cenizas totales 2,44 £ 0,022
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Como se observa en la Tabla 4-12, el porcentaje de glucanos disminuye principalmente por
la eliminacion del almidén, cuyo contenido se reduce de 5,21 a 0,98% respecto a la materia
prima original. A su vez la celulosa se concentra y pasa a ser casi el 100% de la fraccion
de glucanos en este material desproteinizado. La hemicelulosa también se concentra,
principalmente la fraccion de xilano, que aumenta de 13,20 a 16,81%. La lignina disminuye
debido principalmente a la reduccion de la fraccién 4cido soluble, ya que la fraccién acido

insoluble permanece casi constante, respecto al valor original.

Los extractivos se concentraron ligeramente, aunque el porcentaje de glucano en el agua
extraida disminuye a un 3,11%, debido principalmente a la accion de las enzimas
Spiryzime® y Termamyl®, que logran retirar una gran proporcion no solamente del almidén
presente, sino también de los oligdmeros de glucanos, susceptibles de hidrélisis. Por lo
tanto, la glucosa potencial en este material desproteinizado ahora disminuye al 23,52%, los
grupos acetilos se concentran aproximadamente al doble del material original (0,93%) y las
cenizas totales se reducen aproximadamente un tercio debido a la solubilizaciéon que sufren
en la etapa de desproteinizacion y eliminacién del almidon. Finalmente, la fraccion que mas
se afecta corresponde a la proteina, esta disminuye a un valor de 8,68% (corregida por los
extractivos), correspondiente a un 12,3% de proteina total, después de lograrse un 63,9%
de extraccion de esta fraccién del material original por accién de la Alcalase® 2.5 L en la

etapa de desproteinizacion.

4.3.5 Pre-tratamiento de explosion con vapor

En el Anexo H se presenta el valor de pH obtenido en el liquido de pre-tratamiento, la
concentracion de azucares neutros libres y totales para los ocho ensayos realizados. El pH
de los ensayos sometidos a impregnacion con acido varié en el intervalo de 2,1-2,8, donde
se observo un ligero incremento del pH con el tiempo de residencia. Para los dos ensayos
(SE7 y SEB8) sin impregnacion el valor fue 5,9, el pH de estos dos ultimos ensayos disminuy6
levemente, ya que la cascarilla que se alimentaba en el momento del pre-tratamiento habia
sido sometida previamente a la etapa de desproteinizacién y eliminacion del almidén y alli
el pH 6ptimo para la reaccién enzimatica se ajust6é a 7,0, lo que demuestra que después
del pre-tratamiento por SE el medio se acidifica ligeramente debido a la auto-hidrdlisis

realizada por los grupos acetilo liberados a las condiciones de reaccion.
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En la Figura 4-7 se representan el porcentaje de los azlicares neutros libres y azlcares
neutros totales potenciales de hidrdlisis de los liquidos. En cuanto a las concentraciones de
azucares neutros libres se encontré que para la temperatura de 170 (SE3 y SE4) y 180°C
(SE5 y SEB) logré solubilizarse en mayor proporcién los tres azucares principales (glucosa,
xilosa y arabinosa), en comparacion con la temperatura de 160°C (SE1 y SE2). Es de
resaltar que el mayor porcentaje que se encontr6 de glucosa libre (Figura 4-7 A)
correspondio al 39% tanto para el ensayo SE3 (170°C por 15min), como SE6 (180°C por
30min), el efecto del factor tiempo no tuvo una incidencia significativa en la solubilizacién

de este azlcar a las condiciones evaluadas.
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Figura 4-7. Porcentaje de azucares libres (barras naranja) y azlcares neutros potenciales
totales para hidrélisis (barras amarillas) obtenidos en el liquido de pre-tratamiento de la
cascarilla de cebada desproteinizada sometida al SE, (A) Glucosa, (B) xilosa, (C)
arabinosa y (D) azucares totales (Glu+Xil+Ara)
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Para el porcentaje de xilosa libre en el liquido (Figura 4-7 B), se encontré que el mayor valor
correspondi6 a 48,19% para el ensayo SE6 (180°C por 30min), aunque se presento un valor
cercano de 44,83% para el ensayo SE4 (170°C por 30 min), de nuevo la mayor recuperacion
de xilosa como azucar libre se dio para los ensayos a temperaturas de 170 y 180°C donde
a su vez se obtuvo un ~10% mas de recuperacion para el tiempo de 30 minutos en

comparacion con el tiempo de 15 min.

Por ultimo, se evidencia que el porcentaje de arabinosa (Figura 4-7 C) que se encuentra en
el liquido como azucar libre es superior al 70% para los ensayos a 160°C, mientras que
para las temperaturas de 170 y 180°C se encontraron porcentajes superiores al 80% e
inclusive cercanos al 100% para el ensayo SE3 (170°C por 15 min), aunque cabe destacar
gue estos porcentajes podrian estar sobre-estimados ligeramente por la termolabilidad que
presenta este azlcar a la temperatura y tiempo de reaccién en el procedimiento de la
hidrélisis 4cida, sumado a las reacciones de Maillard que podrian suceder por la presencia

de compuestos nitrogenados en el medio de reaccion.

Estos resultados indican que para los tres azlcares se obtienen porcentajes de de azlcares
simples importantes, siendo superiores los valores encontrados para la arabinosa, seguido
de la xilosa y en ultimo lugar la glucosa, donde puede encontrarse una distincion clara entre
la temperatura de 160 con las de 170 y 180°C, obteniéndose a su vez mejores resultados
a las temperaturas mas altas, mientras que con el factor tiempo solo se observé una
tendencia de incremento a mayor tiempo de residencia para la extraccion de la xilosa, en la
glucosa no se observd ningun efecto y en la arabinosa el tiempo de 30 minutos arrojé
porcentajes de azUcares libres ligeramente inferiores al tiempo de 15 minutos, debido a la
degradacion que podia sufrir este azOcar a mayores tiempos de residencia.
Estadisticamente, segun el ANOVA solamente el factor correspondiente a la temperatura
tuvo una incidencia significativa en la solubilizacion de la xilosa y glucosa en el liquido (p-
<0,05), mientras que el factor tiempo no tuvo ninguna incidencia significativa en esta

variable de respuesta para ninguno de los tres azUcares analizados (Anexo ).

Si se comparan los resultados del porcentaje de azlcares neutros libres en el liquido del
pre-tratamiento con la cascarilla sin impregnacién con &cido, se evidencia que no hay una
tendencia marcada a las dos temperaturas evaluadas, pero si que el porcentaje disminuye
drasticamente para los tres azlcares, por ejemplo, solo se alcanza un porcentaje de

recuperacion de azucares neutros libres de ~12% para la glucosa, ~4,3% para la xilosa y
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~32% para la arabinosa. Cabe destacar que la arabinosa es el azlcar que se solubiliza
mayoritariamente como azlcar neutro libre tanto en los ensayos con y sin impregnacion
con acido, ya que el enlace glucosidico alfa de la arabinosa en la cadena principal de xilosas
en la estructura de los AX, es el enlace mas termolabil, susceptible de romperse mas

rapidamente a estas condiciones de temperaturas y acidez del medio.

Por otra parte, si se analiza el porcentaje total de los principales azucares potenciales para
hidrolizarse en la fraccion liquida en la etapa posterior de hidrélisis enzimatica, se encuentra
gue mas del 60% de la glucosa (Figura 4-7 A) esta en el liquido como glucanos, donde
puede aseverarse que principalmente puede ser celulosa que se ha alcanzado a extraer
después del pre-tratamiento y/o el remanente de oligdmeros de glucosa que son
susceptibles de extraccién a partir de la cascarilla de cebada desproteinizada, ya que la
fraccion de almidon se hidrolizé casi completamente en la etapa previa de desproteinizacion
y eliminacion de almidén. En cuanto a la biomasa que no se impregnd con acido el

porcentaje total de glucosa que es susceptible de hidrélisis correspondié al 90%.

Como el principal objetivo de este pre-tratamiento fue la extraccion principalmente de la
fraccién de hemicelulosa en el liquido, para su posterior hidrélisis enzimatica, es de resaltar
qgue el porcentaje de xilosa que tiene un potencial de hidrélisis se encuentra entre el 50%-
65% para los ensayos realizados a 170 y 180°C (Figura 4-7 B), llegando a incrementarse
hasta ~90% para los ensayos a 160°C, por tanto escoger la temperatura de tratamiento
entre 170 y 180°C tiene ventajas técnicas en la posterior etapa de hidrodlisis al requerirse
posiblemente una menor cantidad de enzimas endo-1,4-b-D-xilanasas y b-xilosidasas, ya
gue estos liquidos presentaron porcentajes solamente de 35 hasta 50% de xilosa libre en

el liquido.

Por lo tanto, cabe resaltar que una de las principales ventajas que se encontrd en este
tratamiento es que el porcentaje de arabinosa remanente para hidrdlisis en el liquido varié
en tan solo el 1-16% para los ensayos a 170 y 180°C y se incremento al 21-28% para los
ensayos a 160°C (Figura 4-7 C). Se destaca entonces este porcentaje de arabinosa
remanente o potencial de hidrélisis, ya que, si se piensa en la siguiente etapa del proceso,
el tener casi el 90% de la arabinosa libre en el liquido, implica que puede prescindirse de
agregar cantidades importantes de las actividades enziméticas tipo a-L-

arabinofuranosidasas, las cuales son necesarias para romper los enlaces glucosidicos de
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este azlcar a la cadena principal de AX y asi obtener un buen porcentaje de rendimiento
de xilosa en el liquido, lo cual no solamente presentaria ventajas técnicas de proceso, sino
también ventajas econémicas. Ademas, podria pensarse que la ruptura de la arabinosa de
la cadena principal de xilosas podria disminuir la resistencia del polisacérido a la accion de
las enzimas, debido a que una alta densidad de las ramificaciones, podrian bloquear la

formacién de los complejos productivos de la enzima-sustrato en la posterior HE.

Con lo anterior se sigue corroborando que la impregnacion del material con acido previo al
SE, como se observa principalmente para la arabinosa y en menor medida para la xilosa
solubilizadas en el liquido (dependiendo de la temperatura de tratamiento) en comparacion
con los ensayos SE-7 y SE-8 que no se impregnaron con acido y que presentaron tan solo
un 30% de arabinosa libre, favorecio la liberaciéon de los azlcares hemiceluldsicos en el

liquido del pre-tratamiento.

Finalmente, en la Figura 4-7 D se resume el porcentaje de azucares neutros libres como la
suma de la glucosa, xilosa y arabinosa respecto a los azlcares neutros totales potenciales
qgue se solubilizaron en el liquido del pre-tratamiento. En conclusion, el mayor porcentaje
de azucares libres se obtuvo para las temperaturas de 180 y 170°C en comparacion con la
de 160°C y con los ensayos sin impregnacion con acido (SE7-SE8). El mayor porcentaje
de azucares neutros totales potenciales para hidrélisis se encontraron entonces en los
liquidos de los ensayos que no se impregnaron con acido ~85% seguido del 70% para la
temperatura de 160°C y entre un 42-50% para las temperaturas de 170 y 180°C del material
impregnado con &cido, el factor del tiempo para estas variables de respuesta no tuvo

ninguna incidencia significativa desde el punto de vista estadistico (Anexo 1).

En la Figura 4-8, se presentan los porcentajes de recuperacion de los sélidos solubles
(WSS) e insolubles (WIS), asi como el porcentaje de pérdidas de la biomasa. Del anélisis
para los seis ensayos en los cuales la biomasa se impregnd con 4cido, se evidencia que
para el ensayo SE4 (170°C por 30 min) se logré solubilizar en mayor proporcion la cascarilla
de cebada con un 32,9% de WSS, aunque este porcentaje correspondié a un valor muy
semejante del otro ensayo que se sometid a 170°C por 15 min (SE3) y a los dos sometidos
a 180°C, para la temperatura de 160°C se obtuvo un 26,7% de solubilizacién de los sélidos,
sin observarse diferencias marcadas para los dos tiempos de residencia evaluados, lo cual
se corroboré con el analisis estadistico, en este ninguno de los dos factores evaluados tuvo

un efecto significativo en esta variable de respuesta (Anexo I).
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SE1 SE2  SE3 SE4 SE5 SE6 SE7  SES8
Cascarilla de cebada impregnada con Cascarilla _de
- cebada sin
acido (0,5%) . .
impregnacion
Perdidas (%) 1 9 8 8 11 13 11 15
BWSS (%) 27 26 31 33 29 30 19 20
mWIS (%) 72 65 62 59 60 57 70 65

Figura 4-8. Rendimiento de recuperacion de los sélidos WSS (barras azules), WIS (barras
verdes) y pérdidas (barras amarillas)

La recuperacion de la biomasa como WIS en términos generales fue ligeramente menor
para los ensayos a condiciones de mayor tiempo de residencia. En cuanto al porcentaje de
pérdidas, se ve un incremento de este con el aumento en la temperatura y el tiempo de pre-
tratamiento, este porcentaje de pérdidas varié del 0,7 al 13,2% para los primeros seis
ensayos (SE1-SE6). Las pérdidas pueden ocurrir principalmente a través de la
manipulacion del material en los diferentes recipientes de operacion para realizar las
medidas, hasta pueden estar asociadas a los finos (propios y generados en el pre-
tratamiento), durante la separacion del slurry, en el lavado de los sélidos o quizas por la
volatilizacion de algunas sustancias, inclusive debido a la degradacion de algunos

componentes.

Para los ensayos realizados sin impregnacion con acido se observa la recuperacién de los
WSS fue menor en comparacion con los ensayos catalizados con acido, pero entre ellos no
se observaron diferencias significativas para las dos temperaturas evaluadas (19 y 20%
respectivamente). Para la recuperacion de WIS y en el porcentaje de pérdidas del material
luego del pre-tratamiento, si se observaron pequefias diferencias, por ejemplo, la

recuperacion de los WIS a 170°C (70%) fue levemente superior a la temperatura de 180°C
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(65%). De manera general, el porcentaje de pérdidas fue semejante al obtenido para los

ensayos SE5 y SEG6 realizados en presencia del catalizador acido (11-15%).

El rendimiento de los tres azlcares principales: glucosa, xilosa y arabinosa en la fraccién
liquida, solida y como porcentaje de pérdidas, se presenta en la Figura 4-9 A, By C. El
rendimiento se calculd, teniendo en cuenta los gramos de azucar presentes en cada
fraccién respecto a la masa potencial de cada azlcar en la materia prima, como se describe

en la Ecuacion 4-5.

P YQ¢ QQd QL cz:: pTTP (4-5)
Glucosa Xilosa

100% 100%

90% 90% I I I | I
80% 80%
70% 70%
60% 60%
50% 50%
40% 40%
30% 30%
20% 20%
10% 10%
0% 0%

A SE1 SE2 SE3 SE4 SE5 SE6 SE7 SE8 SE1 SE2 SE3 SE4 SE5 SE6 SE7 SE8
Arabinosa

100%
90% I I I
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

c SE1 SE2 SE3 SE4 SE5 SE6 SE7 SE8

Figura 4-9. Rendimiento de los azUcares: glucosa (A), xilosa (B) y arabinosa (C) en el
so6lido (barras azules), liquido (barras naranjas) y perdidas (barras grises) para los ocho
ensayos de SE sobre la cascarilla de cebada desproteinizada

En la Figura 4-9 se observa de manera general, que la mejor temperatura para extraer la

mayor proporcion de los azucares principales para los ensayos evaluados en los cuales se
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realizé impregnacion de la cascarilla con acido, fue la temperatura intermedia de 170°C de
las tres evaluadas en el disefio experimental, le siguieron en mayor grado de extraccion los

ensayos sometidos a 180°C y por ultimo las pruebas a 160°C.

En cuanto al factor del tiempo se observé que el mas largo (30 min) permiti6 una mayor
recuperacion de los azucares, aunque este fue mas significativo para las temperaturas de
160 y 170°C, quiere decir esto, que para la temperatura de 180°C el tiempo no tuvo una
diferencia marcada en la recuperacion de los azlcares, gracias a que a temperaturas y a
tiempos mas largos de pre-tratamiento los azlcares podrian degradarse en mayor medida
en comparacion con temperaturas inferiores y tiempos mas cortos. Lo que adicionalmente
se corrobora con el porcentaje de pérdidas de azlcares que se obtienen para la temperatura
de 180°C en comparacion con la de 160 y 170°C. Aungue, estadisticamente la temperatura
fue el Unico factor que tuvo significancia sobre el rendimiento de solubilizacién tanto de la
glucosa como de la xilosa en el liquido (p<0,05), no se encontré6 ninguna incidencia
significativa de los factores evaluados en cuanto al rendimiento de la arabinosa y de manera
general el tiempo no tuvo ninguna incidencia estadistica en la recuperacion de ninguno de

los tres azlcares (Anexo I).

Adicionalmente, cabe destacar, que para estos seis ensayos el incremento en los grupos
acetilo después de la etapa de desproteinizacion y eliminacion de almidén (casi al doble de
la cascarilla original), sumado a la impregnacién del material con acido, lograron generar
una mayor reaccion de auto-hidrélisis en el SE, lo que a su vez se ve reflejado en los

porcentajes mas altos de rendimiento alcanzados para la xilosa y arabinosa.

Si se realiza un analisis del rendimiento de cada azucar principal, se encuentra que por
ejemplo, para la glucosa (Figura 4-9 A), se logra una solubilizacién de maximo el 16% para
el ensayo SE4 (170°C por 30 min), quiere decir esto que la celulosa, principal fuente de
glucosa en esta cascarilla sometida al SE después de la etapa de desproteinizacion y
eliminacion de almidén, debe concentrarse en mayor proporcion en los sélidos, tanto en el
caso del material impregnado con &cido como el que no se impregné, a su vez, el mayor
porcentaje de rendimiento de este azUucar en los sélidos se encontré a las temperaturas y
tiempos mas bajos de reaccion, los ensayos del material sin impregnacion con acido dieron
resultados muy parecidos a las condiciones evaluadas a 160°C con el material impregnado.

En cuanto al porcentaje de pérdidas de la glucosa se encuentra que la condiciéon que més
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afecta la recuperacion de este azlcar, corresponde a la temperatura de 180°C tanto a los

15 como a los 30 minutos de tiempo de residencia.

Por lo tanto, podria concluirse que de los seis ensayos evaluados, el que arroj6 mejores
resultados en cuanto a la extraccion de hemicelulosa (xilosa y arabinosa) en el liquido fue
el ensayo denominado SE4 (170°C por 30 min) con un 49,8% de rendimiento para la xilosa
y un 61,5% para la arabinosa (Figura 4-9 B y C), seguido muy de cerca de los resultados
encontrados para los ensayos SE3, SE5 y SE6 que comprendieron rendimientos entre el
41,6-44,6% para la xilosa y 53,5-57,3% para la arabinosa, el porcentaje a su vez decayé a
valores inferiores al 33% en cuanto a la xilosa y 49,5% para la arabinosa en los ensayos a
160°C y para el material sin impregnacion, aunque cabe destacar que para lograr la
recuperacion de estos azucares se hace evidente de nuevo la adicion del catalizador acido

previamente al pre-tratamiento, para asi lograr una mayor solubilizacién en el liquido.

En cuanto al tiempo de residencia, puede decirse que a los 30 minutos se obtiene un
porcentaje ligeramente superior de rendimiento de xilosa y arabinosa en el liquido en
comparacion con el tiempo de 15 minutos, aunque la diferencia no es muy significativa y
esta se acorta a medida que se incrementa la temperatura de los ensayos, lo cual se ratifica
con el andlisis de varianza realizado sobre estas variables de respuesta, donde se encontro,
gue el factor tiempo no tiene ninguna incidencia significativa sobre los rendimientos de los
azucares ni en la fracciéon liquida ni en la fraccion sélida (Anexo 1). Lo anterior es una
ventaja porque podrian escogerse tiempos cortos que disminuyen el gasto energético y la
menor formacién de compuestos de degradacion de los azlcares, que posteriormente

podrian tener caracter inhibitorio en la fermentacion.

La mayor concentracion de xilosa y arabinosa en los sélidos se encontré para el material
sometido a la temperatura de 160°C impregnada con acido y para el material sometido al
SE sin impregnacion. El porcentaje de pérdidas de estos azUcares estuvieron alrededor del
10 a maximo 36%, obteniéndose el mayor porcentaje para los ensayos a la temperatura
mas alta cuando el material estaba previamente impregnado con acido, quiere decir esto,
gue tanto la xilosa como la arabinosa en comparacion con la glucosa tiende a degradarse

en mayor proporcion a estas condiciones evaluadas.

De manera general para los dos ensayos de explosidn con vapor sin previa impregnacion
del material con acido (SE7 y SE8), se evidenci6é que la mejor temperatura para extraer una

mayor proporcién de azlcares, correspondio a los 180°C, con este resultado también se
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corrobora que la impregnacién del material con el acido es necesaria en esta etapa para
lograr rendimientos de extraccibn mayores a, por ejemplo, el 22% de xilosa maxima

obtenida en los dos ensayos sin impregnacion con acido.

En la Tabla 4-13 se presenta la caracterizacion de los WIS o so6lidos pre-tratados después
de la separacion del slurry. La fraccion de celulosa y lignina acido insoluble de manera
general tiende a concentrarse en el material, la celulosa se concentra aproximadamente un
6% después del pre-tratamiento, encontrandose valores ligeramente superiores para el
material pre-tratado a la temperatura de 170°C, cabe destacar que para los dos ensayos
realizados sin impregnacion con acido, la celulosa se concentra aproximadamente igual que
para los ensayos realizados a las temperaturas de 160 y 180°C. Estadisticamente, ninguno
de los factores evaluados tuvo una incidencia significativa en la fraccion de la celulosa en
los WIS (Anexo ).

La lignina &cido insoluble es la fraccion de la cascarilla de cebada desproteinizada que mas
se concentra en los WIS, por ejemplo, entre un 20 a un 31% de la composicién en base
seca. Para las temperaturas de 170 y 180°C se evidencia el mayor porcentaje de
concentracion, alcanzando valores incluso de hasta un 41%. Para la temperatura de 160°C
se concentra hasta un ~30%, valor equivalente para los sdlidos obtenidos en los dos
ensayos sin impregnacién con 4cido. En la Tabla 4-13 se presenta en dos formas la lignina
acido insoluble: antes y después de la correccién por proteinas, ya que por ejemplo en el
presente estudio ~2/3 de la proteina en la técnica de determinacién de lignina se deposita
conjunto con la lignina. Teniendo en cuenta la discusion de Rommi (et al., 2018), quienes
encontraron que hasta el 29% de la lignina Klason corresponde a proteina y cenizas para
la cascarilla de cebada sin pre-tratamiento y se incrementa hasta el 40% para la cascarilla
de cebada pre-tratada por el SE (aunque esta no se habia sometido a etapas de

desproteinizacion previamente al tratamiento).

Los resultados que ellos reportan son consistentes con la literatura previa, por ejemplo, para
biomasas de alimentos, tales como los granos de trigo, donde se ha reportado una
sobreestimacién de la lignina &cido insoluble debido a la presencia de material acido-
insoluble no lignificado, el cual incluye ceras, proteinas y cenizas. Una mayor presencia de
proteina y cenizas explica parcialmente el incremento sustancial de la lignina acido-

insoluble de los WIS caracterizados después del SE. En adicién a estos componentes, es
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posible que los productos de reaccion de la lignina y los azlcares liberados durante el SE
se incorporen también en la fraccién de la lignina Klason, formando complejos insolubles

denominados pseudoligninas (Kemppainen et al., 2016).

En cuanto a la fraccién de la hemicelulosa, se observa que esta no se concentra como
sucede con las otras dos fracciones previamente analizadas, principalmente porque se
logré extraer entre el 31-57% de esta en el liquido y adicionalmente un porcentaje
significativo de estos azucares se perdieron (Figura 4-9, B y C). Por tanto, los WIS
presentan aun en su estructura una porcién de hemicelulosa, mayor para el material que
no se habia impregnado con acido (~24%), seguido del material impregnado, donde se
alcanzaron porcentajes que variaron entre 12-16%, la mayor cantidad de xilosa expresada
como xilano, se encuentra en el material que se sometié a la menor temperatura evaluada
(160°C), mientras que para 170 y 180°C la xilosa remanente en el sélido es inferior y muy

similar entre estas dos temperaturas (8-11%).

De los grupos acetilo se encontré respecto a la materia prima inicial, que estos permanecen
casi constantes para el ensayo realizado a 160°C y para los dos ensayos realizados sin
impregnacién con &cido, lo que puede demostrar porque la auto-hidrélisis lograda para
estas dos condiciones de reaccion no fue lo suficientemente alta para liberar una mayor
proporcion de azucares hemicelulésicos en el liquido. Mientras que para los ensayos
realizados a 170 y 180°C el porcentaje de esto grupos acetilo disminuye casi a la mitad de
su valor. Las cenizas totales se concentran ligeramente en los WIS entre valores que

variaron de 2,7 a 3,2%.

Finalmente se analiz6 la composicién de los WIS en cuanto a su contenido de proteina
después del pre-tratamiento, esta fraccion se concentrd ligeramente hasta un ~4% mas que
el valor de la cascarilla de cebada desproteinizada inicial, estos porcentajes fueron mayores
para las temperaturas de 170 y 180°C, y disminuyeron levemente para la temperatura de
160°C, mientras que, para los ensayos realizados sin impregnacion con &acido,

permanecieron casi constantes.

En el trabajo realizado por Kemppainen et al., (2016), el contenido de las proteinas
permanecid relativamente estable durante los tratamientos del SE, ellos realizaron un
analisis de SDS-PAGE y encontraron que las proteinas se degradaron parcialmente en
péptidos, especialmente a altas temperaturas, pero permanecieron insolubles o al menos

fuertemente asociadas con otros componentes insolubles. Es posible que la solubilizacién
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de estos péptidos no se haya favorecido por la reticulacién y agregaciéon de las proteinas
inducidas por el calor o la unién a la lignina. Se sabe que los polifenoles que compone a la
lignina interactan con las proteinas, y, por ejemplo, en los tratamientos de SE sobre paja
de trigo la lignina aumenta ain mas su capacidad de precipitar con las proteinas por estas
interacciones (Zahedifar, Castro, & @rskov, 2002).

Después de realizar el analisis estadistico de las principales fracciones que se
caracterizaron en los WIS, se encontré que el factor temperatura fue significativo solamente
para dos variables de respuesta: porcentaje de lignina acido-insoluble y grupos acetilo,

mientras que el factor tiempo no tuvo incidencia significativa en ninguna fraccion (Anexo |).



Tabla 4-13. Caracterizacion WIS después del pre-tratamiento de explosién con vapor

Cascarilla de cebada impregnada con acido

Cascarilla de
cebada sin
impregnacién

Nomenclatura SE1 SE?2 SE3 SE4 SE5 SEG6 SE7 SES8

L0 T (°C) 160 160 170 170 180 180 170 180

g c t (min) 15 30 15 30 15 30 30 30

Oo H2S04 (%) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 NO NO
Colulosa 236+ | 256+ | 265+ | 271+ | 244+ | 251+ | 232+ | 255+

1,5 0,7 0,4 0,8 0,6 0,4 0,8 1,2
Hemicelulosa 169+ | 189+ | 135+ | 123+ | 133+ | 11,7+ | 247+ | 234+

_ 1,9 0,1 0,2 0,3 0,2 0,3 0,5 0,6
S ilano 120+ | 146+ | 94+ | 86+ | 110+ | 94+ | 189+ | 183+

5] 1,8 0,08 0,2 0,3 0,2 0,2 0,3 0,4
@ Galactans 000+ | 000+ | 07+ | 06+ | 08+ | 06+ | 000+ | 0,00+
P 0,00 0,00 0,08 0,04 0,05 0,02 0,00 0,00
o . 4,3+ 3,4+ 3,1+ 1,2+ 1,3+ 57+ 52+

g Arabinano+Manano 49+0,1 0.06 0.09 007 0.08 0.06 0.2 0.2
> | Lianina Acido Insoluble | 323% | 320% | 384+ | 411+ | 383+ | 40,6+ | 293+ | 29,1+

2 (\%alor en paréntesis)* 0,6 0,2 0.3 0.4 2,9 0.2 0.3 0.1
= (29,8) | (29,9) | (35,0) | (37,4) | (34,8) | (37,0) | (27,4) | (27,5)
S Grunos acetil 101+ | 101+ | 06+ | 05+ | 06+ | 06+ | 10+ | 10+
o P 0,02 0,03 0,01 0,01 0,04 0,03 0,03 0,01
o ) 111+ | 92+ | 12,7+ | 128+ | 129+ | 126+ | 94+ | 81+

O Proteina total 05 0.3 0.3 0.3 03 0.1 0.3 0.9
. 31+ 27+ | 32+ | 32+ | 29+ | 31+ | 29+ | 28+

Cenizas totales 0,06 01 006 | 007 | 002 | 004 | 003 | 001

Total 88,0 89,3 94,8 97,0 92,4 93,6 90,6 89,9

*Lignina acido insoluble, corregida por proteina
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La caracterizacién del liquido de pre-tratamiento en cuanto a la concentracion de los
compuestos denominados inhibidores de fermentacion, se presenta en la Tabla 4-14, estos
se dividieron en tres grupos principales: (1) &cidos alifaticos, donde se determiné el &cido
acético, férmico y levulinico, (2) derivados del furano, donde se cuantificé el furfural y el 5-
hidroximetil furfural (HMF) y (3) compuestos fendlicos, conformados por el acido furoico,
vainillina, siringaldehido, acido cumarico y ferulico. De todos los inhibidores que se pudieron
cuantificar los que se presentaron en mayor concentracion fueron el acido acético y el
furfural, su concentracion vario entre 0,1-0,4 g/L para el primero y entre 0,1-0,9 g/L para el
segundo. La mayor concentracion de acido acético y furfural se obtuvo para el ensayo SE8

(180°C por 30min) con un valor de 0,393 y de 0,972 g/L, respectivamente.

El acido acético se produjo en mayor concentracién a las temperaturas de 170 y 180°C
comparado con la de 160°C en ensayos en los cuales la biomasa se impregné con 4cido,
aunque cuando la cascarilla no estaba impregnada también se produjo &cido acético,
inclusive un tanto mayor que el obtenido para el ensayo SE1 y SE2 (impregnado con acido
a 160°C), en cuanto al tiempo de residencia puede decirse que a mayor tiempo se genera
ligeramente una mayor concentracion de estos compuestos. Para el caso del furfural el
comportamiento es semejante al acido acético en cuanto al factor de la temperatura en el
material impregnado con acido, pero diferente para el material que no se impregné (SE7 y
SEB8), ya que en estos dos Ultimos ensayos se obtiene en muy pequefia concentracién
(0,015g/L), debido a la no degradacion de los compuestos mediados por la falta de acidez

en el medio.

La combinacién de las concentraciones obtenidas para todos los inhibidores fue de 0,35 g/L
para los ensayos a 160°C con impregnacién, valor semejante al encontrado para los dos
ensayos sin impregnacion con acido (0,40g/L). Mientras que, para la temperatura de 170 y
180°C se encontraron valores superiores a 1 g/L hasta un méaximo de 1,55 g/L,
incrementandose ligeramente con el tiempo de pre-tratamiento. Kemppainen et al., (2016)
no reportan valores superiores a 1 g/L en sus siete ensayos, aunque cabe destacar que el
maximo tiempo de residencia que ellos evaluaron correspondié a 10 min y ellos solamente

impregnaron un ensayo con 4cido.



Tabla 4-14. Concentracion de los compuestos inhibidores de fermentacion

Nomenclatura del

ensayo

Concentracion compuestos toxicos o inhibidores de la fermentacion

(g/L)

Acidos alifaticos

Derivados del furano

Férmico Acético Levulinico HMF Furfural

SE1 0,033 0,118 0 0,016 0,177

SE2 0,027 0,127 0 0,016 0,175

Impregnacion SE3 0,095 0,164 0,038 0,071 0,911
con acido SE4 0,065 0,331 0 0,077 0,960
SE5 0,066 0,300 0 0,072 0,644

SE6 0,085 0,393 0 0,088 0,972

Sin SE7 0,060 0,275 0 0 0,015

impregnacion SE8 0,076 0,257 0 0,001 0,060

Nomenclatura del

Concentracion compuestos téxicos o inhibidores de la fermentacién (g/L)

Compuestos fendlicos

ensayo Ac. Furoico | Vainillina | Siringaldehido | Ac. Cumarico | Ac. Ferulico | Suma fenélicos
SE1 0,002 0,003 n.d. n.d. n.d. 0,005
SE2 0,002 0,003 0,001 n.d. n.d. 0,006
Impregnacion SE3 0,018 0,008 0,002 0,002 0,02 0,050
con acido SE4 0,008 0,006 0,001 n.d. n.d. 0,015
SE5 n.d. 0,008 0,001 0,001 0,009 0,019
SE6 n.d. 0,009 0,001 0,001 n.d. 0,011
Sin SE7 0,003 0,013 n.d. 0,012 0,021 0,049
impregnacion SE8 0,003 0,012 n.d. 0,013 0,02 0,048
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Comparado con otras biomasas para la cascarilla de cebada desproteinizada y sometida
al SE, se obtuvo una menor concentraciéon de inhibidores respecto a 6,11 g/L que se
reporta para la paja de trigo pre-tratada a 200°C x 4 min (Alvarez et al., 2017) y 29,4 g/L
para la misma biomasa pero a condiciones de 220°C x 2,5 min (Moreno, Ibarra, Ballesteros,
Gonzalez, & Ballesteros, 2013).

En la Figura 4-10 se observa la distribucion de los inhibidores de fermentacion de los
diferentes ensayos definitivos, alli se observa que el mayor porcentaje correspondié a los
derivados del furano con un porcentaje de 55-74% siendo superior para la temperatura de
170°C, sobre la de 160 y 180°C, aunque se produjo mas furfural y 5-HMF para la
temperatura de 180°C sobre la de 160°C, a su vez de estos dos compuestos el que se
produjo en mayor proporcién fue el furfural respecto al 5-HMF indicando que los azUcares

mas susceptibles de degradarse fueron la xilosa y/o arabinosa.

100%
80%
60%

40%

Porcentaje (%)

20%

0%
SE1 SE2 SE3 SE4 SE5 SE6 SE7 SE8

Acidos alifaticos = Derivados del furano ® Compuestos fendlicos

Figura 4-10. Distribucién de los inhibidores de fermentacién para los diferentes ensayos
SE1-SE8

La fraccion de los acidos alifaticos fue la fraccion de inhibidores que se generd en segunda
mayor proporcion, con valores entre 22-44%, obteniéndose mas acido acético a la
temperatura de 180°C, seguido de 170 y 160°C. En cuantos a los compuestos fendlicos se
encontré que estos se liberaron solo de un 0,7 a 3,8% como vainillina, acido ferulico y
cumarico principalmente. En cuanto a los ensayos sin impregnacion con acido se evidencio
gue se favorece mas la liberacion de acidos alifaticos (75-84%) en comparacion con los

derivados del furano y los compuestos fendlicos. Lo cual ratifica que la presencia de acido
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en el SE favorece no solamente la solubilizacion de los azUcares sino en menor medida su

degradacion.

4.3.6 Punto optimo a las condiciones evaluadas

Con los rangos de las variables evaluadas en el disefio experimental del pre-tratamiento
de explosidn con vapor (ensayos definitivos SE1 a SE6) se realiz6 un analisis de superficie
de respuesta de optimizacion mdultiple, maximizando la recuperacién de xilosa en la
fraccion liquida (% de rendimiento) y la concentracion de xilosa en el liquido (g/L). Ya que
es importante para las etapas posteriores del proceso (hidrélisis y fermentacion) recuperar
no solamente la mayor cantidad de xilosa en el liquido, sino también que esta se encuentre
lo mas concentrada posible, de esta forma se evitaria posteriormente un mayor consumo
energético para las operaciones de concentracion antes de la HE, ya que la xilosa, materia
prima para la etapa de fermentacion hasta xilitol, debe ajustarse a un valor de ~80g/L como
minimo (Mussatto & Roberto, 2008).

El valor optimo estadisticamente se encontré a los 173,5°C y 15,5 minutos de pre-
tratamiento, como se observa en la Figura 4-11. Este punto correspondi6 estadisticamente
a una deseabilidad de 0,92, donde la superficie de respuesta estimé tedricamente una

recuperacion de xilosa en el liquido de 46,35% y una concentracion de 14,7 g/L.

Superficie de Respuesta Estimada

Deseabilidad
0,0-0,1
0,1-0,2
0,2-0,3
0,3-0,4
0,4-0,5
0,5-0,6
. 0,6-0,7
= 0,7-0,8

0,8-0,9
= 0,9-1,0

Deseabilidad

15

18

164 160 30 21" " Tiempo

180
176

Temperatura

Figura 4-11. Superficie de respuesta estimada maximizando el rendimiento y
concentracion de xilosa en el liquido de pre-tratamiento de SE.

Los resultados de este ensayo arrojaron un rendimiento en el liquido de 16,4% para la

glucosa, 47,0% para la xilosa y 63,3% para la arabinosa, mientras que en el sélido se
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encontré un rendimiento del 77% para la glucosa, 35,2% para la xilosa y 10,4% para la

arabinosa. Validandose entonces, los resultados predichos por el modelo estadistico.

En la Tabla 4-15 se muestra la caracterizaciéon del liquido pre-tratado para las cinco
repeticiones del punto 6ptimo en cuanto a los azlcares neutros libres y totales que se
extrajeron en esta fraccion. El porcentaje de azlUcares neutros libres demostr6 de nuevo
gue la arabinosa es el azicar que mayor se libera como azucar libre en el liquido con un
93% y que solo el 30% de la xilosa se libera como azucar neutro a partir del polisacarido
extraido por el SE. El porcentaje de azlcares totales potenciales indicd que un 70% de la
xilosa extraida en el liquido es viable de hidrolizarse y que solo un 7% de la arabinosa se

encuentra aun unida a la cadena principal de la hemicelulosa de la cascarilla de cebada.

Tabla 4-15. Caracterizacion del liquido de pre-tratamiento del SE en el punto 6ptimo, en
cuanto a los azUcares neutros libres y potenciales de hidrélisis

Concentracion de azlcares Porcentaje de azlcares
Azucar (g/t) (%) :
Libres Totales Libres Potir;g:glliessispara
Glucosa |2,47+0,01 6,24 + 0,38 39,73+ 2,54 60,27 + 2,54
Xilosa 4,65+0,12 14,80 + 1,26 29,17 + 1,67 70,83 + 1,67
Galactosa | 0,50 + 0,00 0,93+0,10 49,54 + 3,36 58,08 + 3,36
Arabinosa | 6,83 + 0,69 6,99 + 0,48 92,91 + 3,99 7,09 + 3,99

La recuperacion de los WIS correspondié al 60% y los WSS al 32%, para un total de sélidos
del 91,5%. Después de la caracterizacion de los WIS, se obtuvo la composicion en base
seca que se presenta en la Tabla 4-16. La celulosa (26,4%) y la lignina &cido insoluble
(37%), fueron las fracciones que se concentraron en mayor proporcién. La hemicelulosa
remanente en el solido correspondié a 13,5%, donde se encontré aun un potencial de
xilano del 12,5%. Las cenizas totales permanecieron constantes respecto a la materia

prima original y la fraccion de la proteina se concentr6 hasta un 12,7%.
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Tabla 4-16. Composicion promedio de los WIS obtenidos en el punto éptimo
173,5°C, 15,5 min y 0,5% p/v H2SO4)

Componente Materia seca (%)
Celulosa 264+12
Hemicelulosa 13,5+0,3
Xilano 125+0,8
Galactano 0,0£0,0
Arabinano+Manano 1,5+0,6
Lignina Acido Insoluble 37,0+ 1,4
Grupos acetilo 05+0,1
Proteinas 12,7+0,3
Cenizas 24+0,1
Total 92,5

El liquido presentd un total de 0,757g de compuestos inhibidores totales/L. De este total
se encontrd que la mayor concentracion correspondio al &cido acético (0,181 g/L) y al
furfural (0,452 g/L). El HMF y los compuestos fendlicos se presentaron en menor medida
(Tabla 4-17).

Tabla 4-17. Caracterizacibn compuestos inhibidores en el liquido de pre-tratamiento,
para el punto 6ptimo (173,5°C, 15,5 miny 0,5% p/v H.SO,)

Componente Concentracién (g/L)
Ac. Acético 0,181 + 0,02
Furfural 0,452 + 0,10
HMF 0,057 £ 0,01
Vainillina 0,009 + 0,001
Siringaldehido 0,001 + 0,000
Ac. Cumarico 0,0066 + 0,002
Ac. Ferulico 0,0174 + 0,004
Suma fendlicos 0,033 + 0,006

4.3.7 Hidrodlisis enzimatica

En la Tabla 4-18 se presenta la caracterizacion de los dos liquidos que se evaluaron como
sustratos en el primer ensayo de la HE: (1) liquido crudo y (2) liquido 5,5 veces
concentrado, en cuanto a la concentracion y porcentaje de azUcares libres y azlcares

potenciales de hidrdlisis.
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Tabla 4-18. Caracterizacion del liquido crudo y concentrado 5,5 veces para la HE

Liquido crudo Liquido 5,5 veces concentrado
Glucosa | Xilosa | Arabinosa | Glucosa | Xilosa |Arabinosa
AzUcares
Concentracion | libres 1,682 4,105 5,584 8,815 24,361 32,812
(g/L) Azlcares
totales 5,918 |14,715 6,727 23,508 73,742 39,05
Azdcares 28,4 27,9 83,0 37,5 33,0 84,0
libres
Porcentaje (%) | AzlUcares
potenciales 71,6 72,1 17,0 62,5 67,0 16,0
de hidrélisis

Kemppainen et al., (2016) reportan que la fraccién liquida resultante del pre-tratamiento
con SE estad compuesta principalmente de oligo y polisacéridos solubles, monosacaridos y
proteina solubilizada. Por ejemplo, algo de la hemicelulosa solubilizada que ellos reportan
se encuentra como pequefios oligosacaridos lineales que contienen 2-10 unidades de
xilosa. Ademas, los analisis de los liquidos mostraron que 5-9% de la proteina soluble
estaba en la forma de grupos nitrogenados libres, incluyendo aminoacidos y grupos amino
de péptidos libres. Alvarez et al., (2017) a su vez reportaron para el liquido obtenido del
pre-tratamiento del SE (200°C por 4 min) sobre paja de trigo la presencia de xilo-
oligbmeros de DP2 a DP13 usando técnicas de HPAEC-PAD.

La concentracion maxima que se obtuvo de xilosa en el liquido 5,5 veces concentrado
correspondi6é a un valor de 73,74 g/L, valor inferior a los 80 g/L tedricos que se debian
alcanzar en la etapa de evaporacion debido posiblemente a una subestimacion de la xilosa
total. La técnica analitica empleada consisti6 en una hidrélisis acida de los oligo y
polisacéaridos extraidos en el liquido y debido a la presencia de compuestos nitrogenados
solubles, era inevitable obtener productos de degradacién por posibles reacciones de
Maillard, por ejemplo, (Sgrensen, Pedersen, Jgrgensen, et al., 2007) aluden el mismo
inconveniente en la determinacion de la arabinosa total de AX de trigo por la degradacién

parcial de los monosacaridos durante la hidrélisis acida.

El liquido crudo, tiene aproximadamente 70% de xilosa y glucosa potenciales de hidrdlisis,
extraida principalmente como fracciones de oligobmeros de diferente peso molecular. En
cuanto a la arabinosa, el potencial de hidrélisis es tan solo del 17%, ya que el 83% de este

azucar después del pre-tratamiento por SE se libera como azucar neutro libre.
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Los porcentajes de azucares libres y el porcentaje de azlcares potenciales en el liquido
5,5 veces concentrado no cambiaron drasticamente luego de la etapa de evaporacion al
vacio, la concentracion final de glucosa, xilosa y arabinosa que se obtuvo fue de 23,5, 73,7

y 39,1 g/L respectivamente.
A Ensayo con enzimas comerciales puras

En la Figura 4-12 se observa el rendimiento de azUcares liberados: xilosa y arabinosa en
funcién del tiempo para la primera hidrélisis sobre el liquido crudo, en esta se evidencia
gue con la combinacién y cantidad de enzimas adicionadas (Tabla 4-3) se alcanz6 a
hidrolizar 54,7% de la xilosa a las 24 horas de reaccion, sin incrementarse en mayor
proporciéon la xilosa liberada a las 48 horas de reaccion (56,6%), para la arabinosa se
evidencia un rendimiento ligeramente mayor de alrededor del 70-76% a las 24 y 48 h,

respectivamente.
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Figura 4-12. Rendimientos de azucares liberados: xilosa y arabinosa después de la HE
con el liquido crudo proveniente del SE en el punto 6ptimo

El mayor rendimiento de arabinosa liberada en comparacién con la xilosa podria deberse
a la falta de una mayor cantidad de b-xilosidasa en la mezcla evaluada, ya que en primera
instancia el potencial de xilosa susceptible de hidrolizarse es superior cuatro veces
respecto al potencial de arabinosa y aunque se liberen oligosacéaridos por accién de las

dos endo-1,4-b-xilanasas en sinergia con las a-L-arabinofuranosidasas usadas, la
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hidrélisis de estos fragmentos mas pequefios hasta xilosa requiere en mayor medida de
la accion sinérgica de la actividad especifica de la b-xilosidasa en el medio. La diferencia
de rendimiento también pudo deberse a la presencia de otros grupos sustituyentes en la
cadena principal de AX o en los fragmentos de oligosacaridos diferente a la arabinosa, que
ejercieron un impedimento estérico sobre el atague de las endo-1,4-b-xilanasas y b-

xilosidasas sobre el sustrato.

Con el liquido concentrado 5,5 veces se obtuvo un rendimiento de xilosa de
aproximadamente 40% hasta las 48 horas, como se observa en la Figura 4-13. Cabe
destacar que a las 48 horas de reaccién aun no se ha llegado al equilibrio de la curva de
progreso para la liberacién de la xilosa, como si se observa para este azlcar en la hidrolisis
del liquido crudo (Figura 4-12), lo que indica que posiblemente la reaccién enzimatica para
el liquido 5,5 veces concentrado podria tomar mas de 48 horas, al tener ~5,5 veces mas
concentrados los azlcares y una dosis de mezcla enzimatica menor para la gran cantidad
de sustrato presente. Sin embargo, a pesar del considerable incremento del sustrato en
esta reaccion, la dosis y combinacién de estas enzimas logré hidrolizar parcialmente los

oligbmeros potenciales del liquido 5,5 veces concentrado.
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Figura 4-13. Rendimientos de azucares liberados: xilosa y arabinosa después de la HE
en el liquido concentrado 5,5 veces

En cuanto al rendimiento de hidrélisis de arabinosa (Figura 4-12) se encontr6 un valor de
38% a las 48 h de reaccién, alcanzandose casi la mitad del rendimiento obtenido de

liberacion de arabinosa en el liquido crudo, al mismo tiempo de reaccién, debido no
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solamente al incremento de este sustrato en el liquido 5,5 veces concentrado, sino también
a la disminucion de la dosificacién de las enzimas (cinco veces inferior, respecto al liquido

crudo).

Los resultados obtenidos en este primer ensayo permitieron establecer que es viable
hidrolizar el liquido 5,5 veces concentrado hasta xilosa principalmente, al haberse
encontrado un rendimiento de 40%, inferior tan solo 16,6% en comparacién con el liquido
crudo (56,6%), empleando el mismo porcentaje de combinacion de enzimas, aunque
utilizando una dosis cinco veces inferior. Cabe destacar, de acuerdo con el balance de
energia realizado tedricamente a las dos opciones de proceso (1) hidrolizar el liquido
obtenido en el pre-tratamiento y después concentrarlo para la fermentacion o (2)
concentrar el liquido del pre-tratamiento a las condiciones de alimentacion de la
fermentacion e hidrolizarlo posteriormente (datos no mostrados), que se encontré una
mejor respuesta desde el punto de vista energético para la segunda opcion. Por lo tanto,
los ensayos posteriores con las enzimas comerciales puras consistieron en alcanzar un
porcentaje de hidrolisis igual o superior en el liquido 5,5 veces concentrado al encontrado
en el liquido crudo, para ello se varid las dosis y el porcentaje de combinacion de las

enzimas, en busca de mejorar estos rendimientos.

En la Figura 4-14 se observa el rendimiento de liberacion de xilosa y arabinosa después
del ajuste al nuevo porcentaje de combinacion y dosis de enzimas solamente sobre el
liquido 5,5 veces concentrado, en este se logré un rendimiento de ~60% de xilosa a las 24
horas de reaccion, porcentaje que ya es semejante al encontrado en el primer ensayo con
el liquido crudo y 20% mas que el alcanzado en el ensayo sobre el liquido concentrado
con una dosis de enzimas inferior (0,3 mg enzima-proteina/g AX potencial). La muestra a
las 24h, segun el andlisis del cromatograma obtenido por HPLC present6 aln un 3,49 g/L
de xilobiosa, aunque liberé 51,23 g/L de xilosa y se redujeron los azlcares en la forma
DP4-DP2 hasta el 15,98 %y los DP>DP4 al 20,78%, con lo cual se demuestra que, aunque
se mejoro el porcentaje de hidrodlisis de la xilosa liberada aun quedaba un 36,76% de xilosa

en forma de oligosacaridos por hidrolizar.
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Figura 4-14. Rendimientos de azUlcares liberados: xilosa y arabinosa después de la HE,
ensayo preliminar con el liquido concentrado 5,5 veces

De otra parte, se obtuvo un rendimiento de arabinosa del 47% a las 24 horas de reaccion
con esta nueva dosis, incrementandose en 10% la liberacion de esta azlcar respecto al
ensayo realizado con 0,3 mg de enzimas-proteina/g AX potencial y en la mitad del tiempo.
A las 48 horas de reaccién se encontrd un ligero incremento en la liberacion de xilosa,

mientras que solo se alcanzd un 10% mas de liberacién de arabinosa.

La diferencia entre medias por el analisis de Tukey evidenci6 que de las 24 a las 48 horas
de reaccién hay diferencias significativas tanto para la liberacion de xilosa como de
arabinosa.

Por ultimo, se caracterizé el liquido concentrado 5,5 veces tanto a tiempo cero como a
tiempo final de la HE en cuanto a su concentracion de &cido acético, cumarico y ferdlico,
como se presenta en la Tabla 4-19, para validar la posible presencia de grupos acetilo y
de enlaces Araf esterificados con el acido ferulico y cumarico en la estructura de los AX

extraidos por el SE, como lo pronosticaba la teoria (Biely et al., 2016).

La cuantificacion del liquido a tiempo inicial y después de 48 horas en la HE revelé el

incremento de la concentracion de los acidos acético, cumarico y feralico, confirmando asi
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la presencia de los grupos acetilo y de los enlaces esterificados de la Araf con el acido
ferdlico y cumarico en la estructura de los AX extraidos con el SE. A pesar de estas
sustituciones, en este ensayo se encontrd liberacion de xilosa a pesar de que no se
adicionaron enzimas especificas estearasas ya que los sustituyentes feralicos de la
posicion 3- unidos a la Araf no impidieron la accion de las xilanasas, por ejemplo el feruloil
arabinoxilobioso (FeA2Xyl,; FAXX) es el oligosacaridos mas corto liberado por la xilanasa
GH10 (Biely et al., 2016).

Tabla 4-19. Caracterizacion del liquido 5,5 veces concentrado inicial y final después de la
HE, ensayo preliminar en cuanto el contenido de acido acético, ferdlico y cumérico

Acido Concentracion (g/L)
t=0h t=48 h
Acético 1,199 1,894
Cumaérico 0,026 0,044
Ferdlico 0,074 0,128

El siguiente ensayo contempl6 la adicién de dos nuevas enzimas con actividad especifica
acetil xilano estearasa y feruloil estearasa, la dosis y el porcentaje de combinacién de las

enzimas se describié en la seccion 4.2.5 de materiales y métodos.

Los resultados obtenidos para el rendimiento de liberaciéon de xilosa se muestran en la
Figura 4-15, donde se evaluaron dos tiempos de reaccion: 24 y 72 h. Para la primera dosis
se observé una diferencia marcada en el rendimiento, respecto al tiempo, a las 24 horas
de reaccion se alcanzé un 78% de rendimiento, mientras que a las 72 horas el rendimiento
se increment6 al 87,2%, en la segunda dosis evaluada no se observd una diferencia
estadisticamente significativa de las 24 a las 72 horas, pero cabe destacar que en tan solo
24 horas se alcanzé un rendimiento del 83,9%, superior al encontrado con la primera dosis
en el mismo tiempo. Para la tercera dosis tampoco se observaron diferencias significativas
entre las 24 y 72 horas, aunque el rendimiento fue ligeramente superior (85,9%) respecto
ala primera y segunda dosis. Si se realiza el analisis estadistico de diferencia entre medias
para las 24 horas, la dosis tiene un efecto de incremento del rendimiento de xilosa,

mientras que a las 72 horas no hay diferencias significativas entre las tres dosis.
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Figura 4-15. Rendimiento de xilosa liberada después de la HE con el liquido 5,5 veces
concentrado, teniendo en cuenta la adicién de actividades estearasas y tres
dosificaciones diferentes

El incremento en el rendimiento de la liberacién de xilosa, con la adicién de las dos
estearasas puede deberse principalmente a las siguientes causas: la acetilacion hace que
el polisacarido sea mas resistente a las xilanasas y algunas estructuras en las cuales la
sustitucion MeGIcA se combina con la acetilacion de los grupos hidroxilo vecinos, por ser
aun mas recalcitrantes. Por otro lado, la alta solubilidad del xilano acetilado, afecta
positivamente su hidrélisis, aunque las xilanasas atacan el polisacarido solamente en
aquellas regiones donde no esta sustituido o donde puede tolerar el grupo acetilo en la
posicion 2 o 3. Los ultimos aspectos respecto al modo de accién de las xilanasas sobre los
polisacéaridos acetilados permanecen aun sin ser elucidados. Las xilanasas GH10 pueden
tolerar los grupos acetilos sustituidos en la posicion +1 y también en -2, pero solo en la
posicién O-3. En consecuencia, el espectro de los productos generados por las xilanasas
GH10 y GH11 de las estructuras acetil glucuronoxilanos de las maderas duras es mas
compleja que la de los polisacaridos extraidos alcalinamente. Los xilo-oligosacaridos
lineales no pueden hidrolizarse a fragmentos mas cortos debido a la presencia del grupo
acetilo en cualquiera de las tres posiciones de los bloques de residuos Xylp del extremo
no reductor, ya que bloquea la accién de la b-xilosidasa (Biely, Mastihubova, la Grange,
Van Zyl, & Prior, 2004).

La adicion de la a-glucuronidasa GH67 o GH115 a una mezcla de xilanasas y b-xilosidasas

solo produciria pequefios cambios en el rendimiento de sacarificacion de los
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acetilglucuronoxilanos, porque los fragmentos podrian permanecer aun esterificados con
el acido acético. Por otro lado, la accion de la b-xilosidasa sobre los oligosacaridos
desglucuronoxilados podria parar al primer residuo de Xylp del extremo no-reductor. Lo
Gnico que queda claro, es que la sacarificacion enzimatica no puede completarse sin la
desacetilacion de los xilo-oligosacaridos por accion de las acetilxilano estearasas (Biely et
al., 2016).

El rendimiento de la liberacion de arabinosa, se muestran en la Figura 4-16. Alli se observa
gue la maxima liberacion de arabinosa se alcanzé con la primera y tercera dosis a las 72
horas de reaccién. Aungue la liberacion de arabinosa no superé el 30%, en comparacion
con el anterior donde se alcanzé a liberar hasta ~50% de arabinosa a las 48 h de reaccion,
aungue con una mayor adicion de a-L-arabinofuranosidasas y sin la adicion de las enzimas
estearasas, lo cual indica que a pesar de que los AX extraidos y concentrados en el liquido
5,5 veces concentrado presentan un potencial de hidrdlisis de solo el 16% respecto a la
arabinosa, la actividad enzimatica asociada a la liberacién de este azlicar no es tan
importante como las actividades estearasas para incrementar la liberacion de xilosa, pero
si repercuten directamente en la liberacion de arabinosa. Estadisticamente la diferencia
entre medias, mostré para las dosis | y Il diferencias significativas en el tiempo, en el caso
de la dosis | la liberacion de arabinosa se incrementa, mientras que para la Il dosis
disminuye de las 24 a las 72 horas. Para la dosis Ill de las 24 a las 72 horas no hay
diferencias significativas. Ahora bien, si se compara el tiempo para las tres dosis, a las 24
horas se observa un ligero incremento con el aumento de la dosis, pero a las 72 horas no
se presentan diferencias significativas entre la | y lll dosis, pero si hay diferencia entre
medias para la | y Il dosis versus la Il dosis. Podria concluirse entonces para la liberacion
de arabinosa, que, si la reaccién se realiza solamente hasta las 24 horas, es mejor
incrementar la dosis, pero si se alarga el tiempo de reaccién hasta las 72 horas podria

usarse solamente la | dosis.
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Figura 4-16. Rendimiento de arabinosa liberada después de la HE con el liquido 5,5
veces concentrado, teniendo en cuenta la adicién de actividades estearasas y tres
dosificaciones diferentes

Con la adicion de dos nuevas enzimas tipo estearasas y la eliminacion de la a-L-
arabinofuranosidasa GH43, el rendimiento total de la arabinosa decay6 a un valor inferior
al 30% para las tres dosis estudiadas en comparacion con el ensayo anterior y se obtuvo
solamente un resultado semejante al alcanzado con la dosis previamente evaluada de 0,3
mg proteinas/g AX potencial (primer ensayo de HE sin adicion de enzimas estearasas), lo
cual muestra que el rompimiento de la Araf como sustituyente en la cadena principal y en
los oligbmeros extraidos por el SE es uno de los enlaces mas complicados de romper en
la estructura de estos AX, debido a la presencia de los sustituyentes acetilo y Araf

esterificados con el &cido cumarico y ferulico, como se explicara més adelante.

Agger, (2011) observo que la liberacion de arabinosa en sustratos de salvado de maiz fue
bajo y no siguieron la deferuloylation como se esperaba, cuando la actividad estearasa
catalizé la exposicion de los AX terminales sustituidos. La poca liberacion de la arabinosa
corrobor6 la complejidad del salvado de maiz como sustrato para la hidrélisis enzimatica y
condujo a las consideraciones de que no toda la arabinosa es originaria de enlaces con
sustituciones terminales. Con base en los resultados que estos autores obtuvieron sobre
este sustrato en particular, se puede especular que la arabinosa se origina a partir de
estructuras de arabinanos o cadenas laterales heterogéneas en relacion con las proteinas

de la pared celular o las sustancias pécticas, haciendo en ese caso que estos enlaces



Capitulo 4 181

fueran inaccesible a las actividades a-L-arabinofuranosidasas empleadas.
Particularmente, las cadenas laterales con porciones de arabinosa rodeadas por otros

componentes afectaron el grado de liberacién de este azlcar.

En el caso de la cascarilla de cebada a pesar de que no se ha reportado una estructura de
los AX tan compleja como en el salvado de maiz, si se observa la presencia de enlaces
glucosidicos tipo 2-Araf, 3-Araf, 5-Araf y 3,5-Araf (Coelho et al., 2016) confirmado por el
ensayo de enlaces glucosidicos presentados en la Tabla 3-12 de la seccién 3.3.11 del
presente estudio y la presencia del disacarido D-Xylp(bl-2)-L-Araf(al-3) como
sustituyente en la posicién O-3 de la cadena principal de AX de esta biomasa (Hdije et al.,
2006; Coelho et al., 2016).

Con este nuevo porcentaje de combinacion de enzimas, las cuales tuvieron en cuenta las
actividades accesorio estearasas se logré un 20% mas de liberacién de xilosa respecto al
ensayo anterior, alcanzandose rendimientos de hasta ~85%. Por lo tanto, se evidencié que
era necesario la adicion de estas nuevas actividades enzimaticas a la mezcla de enzimas

puras, para obtener un mayor rendimiento de xilosa en tan solo 24 horas de reaccion.

Los acidos hidroxicinAmicos (&cido feralico y p-cumarico) presente en la cascarilla de
cebada tienen un uso potencial en la industria de alimentos, diferentes estudios han
incrementado la liberacion del acido ferdlico en presencia de xilanasas, demostrando la
accion sinérgica entre estas dos enzimas (Mussatto et al., 2006). Biely et al., (2016)
tomaron en cuenta las conclusiones respecto a los resultados de Lagaert, Pollet, Courtin,
& Volckaert, (2014) y (Segrensen, Pedersen, Jgrgensen, et al., 2007) quienes aseveran que
los arabinoglucuronoxilanos desacetilados que no se encuentran fuertemente ramificados
con una porcibn de Araf esterificadas con acido ferdlico, pueden sacarificarse
completamente por la accion de xilanasas de las familias GH10 o GH11 en presencia de
las enzimas a-L-arabinofuranosidasas m2,3 y d3 y por supuesto con la adicién de b-

xilosidasas, a-glucuronidasas y feruloil estearasas, como se demostro en estos ensayos.

De manera general los procesos para la extraccion de hemicelulosas de los productos
secundarios agricolas usando explosion con vapor o reactores hidrotérmicos, liberan
hemicelulosas con una gran cantidad de enlaces ésteres preservados. Estos se
encuentran representados por residuos de Xylp éster acetilados en la cadena principal y

residuos de Araf esterificados con el acido ferulico. La cantidad de grupos acetilo en los
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arabinoglucuronoxilanos no es tan alta como en las estructuras acetilglucuronoxilanos de
las maderas duras, pero pueden ser aun relativamente altas, lo que dificulta la
despolimerizacion y sacarificacion por parte de las enzimas. Los grupos acetilo aparecen
en la misma posiciébn de los residuos de Xylp en la cadena principal como en los

glucuronoxilanos de maderas duras (Biely et al., 2016).

La cadena principal tiene residuos 2- y 3-O-monoacetilados, residuos 2,3-di-O-acetilados
y también residuos 3-O-acetilados en Xylp los cuales estan 2-O-sustituidas con MeGIcA.
Un sitio de acetilacién distinto que no se produce en el polisacéarido de las maderas duras
es la posicion 2 sobre el residuo de Xylp 3-O-sustituido con Araf, el cual puede estar 5-O-
esterificado con el acido ferulico. Biely et al., (2016) asevera que hasta el momento no se
han llevado a cabo estudios detallados de la degradacién de los arabinoglucuronoxilanos
acetilados, pero lo que si se tiene claro hasta el momento de los glucuronoxilanos
acetilados de maderas duras, es que las acetil xilano estearasas son indispensables para
lograr una sacarificacion completa. Las enzimas de la familia CE 1, 4, 5 y 6 pueden
desacetilar la cadena principal del xilano excepto en el grupo 3-O-acetilado sobre los
residuos de Xylp sustituidos con MeGIcA. Como se observa en la Figura 4-17 este grupo
es mas susceptible de la desacetilacion por parte de algunas acetil estearasas CE16
después del rompimiento enzimatico de la cadena principal por las xilanasas GH10 o

mediante la combinacion con las xilanasas GH11 y las b-xilosidasas (Biely et al., 2016).

Las estearasas CE16 son necesarias para liberar los grupos acetilo de la posicion 4 del
extremo no reductor de los residuos de Xylp donde los grupos acetilo migran. Hasta el
momento, no se ha elucidado la degradaciéon enzimética de las regiones altamente
sustituidas de los arabinoglucuronoxilanos, pero es innegable que se requiere el ataque
secuencial o simultaneo por las GHs y CEs. Debido a impedimentos estéricos por otros
sustituyentes en la vecindad del enlace objetivo, algunas de las enzimas pueden exhibir

actividades especificas extremadamente bajas en sustratos por lo demas excelentes.
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Figura 4-17. Via de degradacion de los acidos aldourdnicos acetilados generados a partir
de acetilglucuronoxilanos por las xilanasas GH10 y GH11. El 4cido aldotetraurénico 3-O-
acetilado (Ac®MeGIcA3XylP) puede ser desacetilado directamente por algunas
desacetilasas CE16, por ejemplo, por la CE16 de Trichoderma reesei. Alternativamente,
estas pueden ser desesterificadas por las enzimas CE16 en la forma de sus isbmeros,
formados por la migracion del grupo acetilo a la posicion 4. Queda por determinar si el
acido aldopentaurénico acetilado formado por las xilanasas GH11 (Ac3MeGIcA3XylP) sirve
como sustrato para la b-xilosidasa (signo de pregunta).

Reproducido de Biotechnology Advances, autores: Peter Biely, Suren Singh, Vladimir Puchart,
Towards enzymatic breakdown of complex plant xylan structures: State of the art, Copyright 2018,
con licencia de Elsevier [4315171486063]

En este contexto, seria importante averiguar si el grupo 2-O-acetil sobre la Xylp 3-O-
sustituida por Araf (Figura 4-18) influird en la accién de las a-L-arabinofuranosidasas. El
bloqueo de la accion de las acetilxilano estearasas con el residuo vecino Araf se pueden
anticipar de manera similar como con el MeGIcA en los glucuronoxilanos acetilados (Biely
et al., 2016), por esto también no es de extrafiar que el rendimiento de liberacion de la

arabinosa en estos ensayos haya sido tan bajo.
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Figura 4-18. Ejemplos de arabinoxilooligosacaridos resistentes a la acciéon de las a-L-
arabinofuranosidasas. Aun no se ha proporcionado evidencia experimental para la
resistencia del compuesto con signo de interrogacion.

Reproducido de Biotechnology Advances, autores: Peter Biely, Suren Singh, Vladimir Puchart,
Towards enzymatic breakdown of complex plant xylan structures: State of the art, Copyright 2018,
con licencia de Elsevier [4315171486063]
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El estudio de la degradacion de los arabinoglucuronoxilanos acetilados fuertemente
ramificados utilizando una mezcla de enzimas que consistieron de a-L-
arabinofuranosidasa, endo-1,4-b-xilanasa y b-xilosidasas demostré6 claramente la
importancia de la accion de las acetilxilano estearasa y feruloil estearasa para lograr la

liberacion de xilosa y arabinosa (Agger & Meyer, 2011), asi como en el presente estudio.

Por altimo, en cuanto al analisis de las dosis, se podria descartar el uso de la tercera
porque al triplicar la cantidad de esta mezcla enzimatica solo se logr6 aumentar el
rendimiento en un 2% a las 24 respecto a la dosis Il al mismo tiempo, tanto la primera como
segunda dosis podrian emplearse para obtener un buen porcentaje de liberacién de xilosa
en 24 horas, la segunda dosis presento un ligero incremento del rendimiento (83,9%) sobre
la primera dosis porque logré liberar un 5% mas de xilosa en comparacion con la primera
dosis (78,0%), pero por un criterio econdmico se escogeria entonces la | dosis. Sin
embargo, para ratificar la mejor dosis y el tiempo de reaccién se realizé un Gltimo ensayo
realizando la curva de progreso a través del tiempo y la evaluacion de dos temperaturas

de proceso, como se describe a continuacion.

En la Figura 4-19 se observa la curva de progreso de la hidrélisis enzimatica a 40°C, alli
se evidencia un mayor rendimiento para la segunda dosis después de las 4 horas de
reaccién. La Il dosis alcanza ~89% de rendimiento, mientras que para la | dosis se alcanza
solo un 76% a las 24 horas de reaccién, tiempo en el cual se alcanza el equilibrio de la
reaccion. De nuevo como se evidenciaba en los ensayos de HE sobre los AX extraidos por
el pre-tratamiento alcalino (Figura 3-22, 3-23 y 3-24), la velocidad inicial de la reaccién para
estas enzimas es muy rapida, por ejemplo, en la Figura 4-19 se observa que después de
las 2 horas de reaccién ya se ha perdido la linealidad de la curva y se ha alcanzado entre

un 50-60% del rendimiento total de la reaccién.
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Figura 4-19. Rendimientos de xilosa liberada después de la hidrélisis enzimatica con el
liguido 5,5 veces concentrado a dos dosis diferentes y 40°C

En cuanto al comportamiento de la hidrélisis a 50°C, se observa en la Figura 4-20 que, al
comienzo de la reaccidn, aproximadamente hasta las 4 h se favorece mas la Il dosis,
después, tanto a las 24 como a las 48 horas se encuentran porcentajes de rendimiento
muy cercanos entre si, inclusive a las 24 horas el rendimiento de la | dosis supera
ligeramente el rendimiento obtenido para la Il dosis. El rendimiento maximo que se obtiene
es del orden del 83,1% a las 24 horas para la | dosis, seguido muy de cerca por un 74,3%
para la Il dosis, con esto se corrobora que la temperatura (40°C) escogida del balance de
los éptimos de las diferentes actividades enziméticas es la ideal para obtener mayores

rendimientos y evitar asi un mayor gasto energético.
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Figura 4-20. Rendimientos de xilosa liberada después de la hidrélisis enzimatica con el
liquido 5,5 veces concentrado a dos dosis diferentes y 50°C
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El incremento del rendimiento de la reaccién para la | dosis respecto a la Il dosis a los 50°C
puede deberse a la pérdida de estabilidad de las enzimas a esta temperatura durante
tiempos mas largos de incubacion. Finalmente, se demuestra con estas dos curvas de
progreso que la reaccion se estabiliza de las 24 a las 48 horas y, por lo tanto, no es
necesario dejar la reaccién hasta 72 horas, lo que permite entonces escoger como tiempo

de proceso tan solo 24 horas de reaccion.

La falta de ciertas actividades enzimaticas puras de familias especificas que ain no se
comercializan en el mercado o que simplemente no se disponia de ellas en el laboratorio,
implico que no se alcanzara a hidrolizar el 100% los AX extraidos de la cascarilla de cebada
con la tecnologia del SE. Sin embargo, es de resaltar que el objetivo de este trabajo se
cumplié con una amplia expectativa, ya que no solamente se obtuvieron rendimientos de
xilosa cercanos al 90% en 24 horas de reaccion, sino que se logré hidrolizar por primera
vez un liquido con una alta concentracion de oligosacéridos que representaban un
potencial de hidrélisis de 67% de xilosa, lo que implicaba hidrolizar hasta una
concentracion de 50g/L de xilosa total, con la presencia de aproximadamente 23-30 g/L de
xilosa ya libre en el medio, superando efectos relacionados con mecanismos de inhibicién

en este tipo de reacciones.

Estos ensayos permitieron corroborar a su vez, la presencia de ramificaciones de grupos
acetilo, grupos ferulicos esterificados a la Araf, la presencia de acidos urénicos y por
supuesto también de las sustituciones de Araf en la cadena principal y de los xilo-
oligosacaridos DP2-DP4 y >DP4 extraidos de la cascarilla de cebada con el SE, aunque
la Araf sustituida no tuvo una mayor influencia en la liberacion de xilosa, lo cual desde el

punto de vista técnico y econémico es muy interesante para esta opcién de proceso.
A Ensayo con enzimas comerciales

En la Figura 4-21 se observa el rendimiento de glucosa liberada a las 24 y 48 horas de
reaccion del liquido concentrado con las enzimas comerciales de manera individual y
combinadas entre ellas, la Unica enzima que no liberd glucosa de este medio ni a las 24 ni
48 horas fue Ultraflo L (rendimiento <10%), el resto de enzimas y sus combinaciones
lograron por lo menos un 60% de rendimiento de este azlcar a las 24 horas de hidrdlisis,
obteniéndose el mayor rendimiento ~90% con la combinacién de las tres enzimas en

porcentaje iguales. A las 48 h de reaccion se alcanz6 aproximadamente el 100% de
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rendimiento para la combinacién de las enzimas Ultraflo L+Viscozyme L y para la mezcla
de las tres enzimas, aunque el menor rendimiento que se obtuvo a este tiempo fue de
~85%. Los resultados obtenidos para estos ensayos demuestran la habilidad que tienen
estos cocteles enzimaticos comerciales para hidrolizar principalmente oligémeros de
glucosa extraidos de la celulosa en el liquido de pre-tratamiento con excepcion de la
enzima Ultraflo L.

Los tratamientos realizados con Celluclast 1.5 L y Viscozyme L resultaron en los mayores
rendimientos de liberacién de glucosa, ya que estas enzimas incluyen como principales
actividades: endoglucanasas, celobiohidrolasas y b-glucanasas, como se observé en la
Tabla 4-6. Estadisticamente, la diferencia de medias mostré que en el tnico ensayo donde

no hubo diferencias significativas entre las 24 y 48 horas de reaccién fue para la enzima

Ultraflo L.
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Figura 4-21. Rendimientos de glucosa liberada después de la hidrélisis enzimatica a 24
(barras azules) y 48 h (barras rojas) de reaccion con enzimas comerciales en forma
individual y combinada

Sgrensen, Pedersen, Viksg-Nielsen, & Meyer, (2005) quienes evaluaron también las
preparaciones enzimaticas multicomponentes comerciales de Celluclast 1.5 L, Ultraflo L y
Viscozyme L de manera individual, asi como la mezcla 50:50 de Celluclast 1.5 L y Ultraflo

L sobre los AX de trigo encontraron un maximo de 79,5% de rendimiento de glucosa con
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Viscozyme L, seguido de un 39,7 y 35,6% para Celluclast 1.5 L y para la combinacién
50:50 de Celluclast 1.5 L y Ultraflo L, respectivamente y un 29,9% para Ultraflo L, aunque

ellos evaluaron la reaccidn solo hasta 6 horas.

En la Figura 4-22 se muestra el rendimiento de liberacion de xilosa a 24 y 48 horas de
reaccion, para las 24 horas solo se evidencia ~4% de liberacion de xilosa para la mezcla
de las tres enzimas, mientras que a las 48 h de reaccion se logra evidenciar que el resto
de enzimas evaluadas comienzan a liberar xilosa, aunque en menor cantidad. Para las
enzimas individuales Viscozyme L y Celluclast 1.5 L se obtiene un rendimiento inferior al
5%, seguido de un 3,7% para la mezcla Celluclast 1.5 L+Viscozyme L y, por encima de un

8% hasta maximo un 12% para la enzima Ultraflo L y el resto de combinaciones.
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Figura 4-22. Rendimientos de xilosa liberada después de la hidrélisis enzimatica a 24 y
48 h de reaccion con enzimas comerciales en forma individual y combinada

En contraste, Sgrensen et al., (2005) encontraron un maximo de 24,7% de liberacion de
xilosa con Celluclast 1.5 L, un 19,2 y 17,1% con Ultraflo L y con la mezcla 50:50 Celluclast
1.5 L+ Ultraflo L, respectivamente. El Unico resultado semejante entre los ensayos
reportados por Sgrensen et al., (2005) y el presente trabajo se dio con los resultados

encontrados para la baja efectividad de Viscozyme L sobre la liberacién de xilosa. Las
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posibles diferencias que se obtuvieron entre estos ensayos Yy los realizados por Sgrensen
et al., (2005) pueden estar atribuidos a la diferencia de temperaturas, pH, concentracion
de sustrato y dosificacion de las enzimas utilizadas. El incremento en el rendimiento de la
liberacion de xilosa por las combinaciones de las enzimas puede estar relacionado con el
efecto sinérgico que presenta la mezcla con Ultraflo L del resto de enzimas, ya que se ha
demostrado que esta enzima contiene entre otras actividades la enzima feruloil estearasa
(Sgrensen et al., 2005).

De otra parte, para el rendimiento de arabinosa se evidencia que con el uso de estas
enzimas comerciales o sus combinaciones tampoco se obtuvieron rendimientos que
superaran el 10% de liberacion de arabinosa después de las 48 horas de reaccion. Como
se observa en la Figura 4-23, la mejor combinacién que permitié el mayor rendimiento de
liberacion de arabinosa (8,7%) fue la mezcla Ultraflo L+Viscozyme L, la combinacion y
sinergia de estas enzimas permitio liberar un poco mas de los azlcares de interés: xilosa
y arabinosa en comparacion con los resultados obtenidos con las enzimas de manera

individual.
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Figura 4-23. Rendimientos de arabinosa liberada después de la hidrélisis enzimatica a
24 y 48 h de reaccién con enzimas comerciales en forma individual y combinada
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Sgrensen et al., (2005) encontraron el porcentaje de rendimiento de liberacion de
arabinosa mas alto para sus ensayos, 13,7% para Celluclast 1.5 L, 25,6% para Viscozyme
L, 38,7% para la mezcla Celluclast 1.5 L:Ultraflo L y 45,8% para Ultraflo L, aunque
atribuyen una mayor liberacién de la arabinosa en funcién del nivel de dosificacién, a mayor
incremento de dosificacidn de 2 hasta 20% (p/p) consiguieron mayores valores de este
azucar, exceptuando para la enzima Celluclast 1.5 L, sin embargo, en el presente estudio
la dosis de las enzimas fue Unica con un valor de 5% p/p y la concentracion de sustrato

considerablemente superior a la evaluada por Sgrensen et al., (2005).

Finalmente, cabe destacar que en general estas enzimas comerciales y sus combinaciones
son muy efectivas para lograr la liberacién de glucosa del liquido de pre-tratamiento del SE
en comparacion con los azucares hemicelulésicos extraidos en este. Sin embargo, la
cantidad de xilosa y arabinosa liberadas alcanz6 su punto maximo con las combinaciones
de las tres enzimas o la mezcla de Ultraflo L+Viscozyme L y de Ultraflo L+Celluclast 1.5 L
al 50:50, lo que reitera el efecto sinérgico de la enzima Celluclast 1.5 L quien contiene una
0 mas actividades b-xilosidasa en su preparacion, lo cual la hace efectiva para hidrolizar
xilobiosa vy xilotriosa, sumado a las actividades arabinofuranosidasas, hemicelulasas y
xilanasas de Viscozyme L y Ultraflo L, ademas se destaca la presencia de la actividad
feruloil estearasa en esta Ultima enzima como la responsable de establecer ain mas efecto
sinérgico con las otras enzimas, ya que esta actividad enzimética es primordial para lograr
un buen rendimiento de hidrélisis de xilosa en los liquidos de pre-tratamiento del SE, como
se evidenci6 en el incremento del rendimiento de la liberacion de xilosa con las enzimas

comerciales puras evaluadas en la seccién anterior.

Presuntamente, la falta de la actividad eficaz de la b-xilosidasa en la enzima Viscozyme L
parece ser el cuello de botella para obtener una hidrélisis maxima de los AX con el
tratamiento con esta Unica enzima. Cabe destacar que los ensayos realizados con estas
enzimas comerciales solo se realizaron a una temperatura de 40°C y a una Unica dosis de
5% p/p, tal vez si se realizara un estudio mas detallado de estas enzimas sobre los liquidos
del pre-tratamiento del SE variando la temperatura, pH y dosificacion, asi como la
suplementacion de estos cocteles enzimaticos comerciales con actividades puras como la
b-xilosidasa o estearasas podrian obtenerse tal vez mayores rendimientos de hidrdlisis de
los AX de la cascarilla de cebada, en comparacion con los xilooligosacaridos de trigo

evaluados por Sgrensen et al., (2005) y Sgrensen, Pedersen, & Meyer, (2007).
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Por ultimo, a continuacion, se presentan los resultados obtenidos para los ensayos con la
enzima comercial Cellic™ Ctec | con y sin suplementacion de b-xilosidasa, como segunda
opcion de proceso para evaluar la HE del liquido 5,5 veces concentrado con cocteles

enzimaticos comerciales.

En la Figura 4-24 se represent6 el rendimiento de liberacion de glucosa, en este se observa
que a las 24 horas de reaccion se obtiene un rendimiento maximo de ~75% para la dosis
al 3%, a su vez a las 72 horas se alcanza un maximo de ~90% para la dosis 3y 4%. A las
24 horas se observa una tendencia de incremento de liberacién de glucosa con el
incremento de la dosis, con excepcion de la dosis al 4%, donde el rendimiento disminuye.
A las 72 horas se observo més claramente el incremento del rendimiento con el incremento

de la dosis.

Con la suplementacion de la enzima b-xilosidasa se observé un efecto negativo en la
liberacion de glucosa, ya que a las 24 horas de reaccion solamente fue perceptible un
rendimiento del 8,6% para la dosis al 4%, mientras que, a las 72 horas, aunque el
rendimiento se increment6 para todas las dosis, solo se alcanzd un maximo de 44% para
la Ultima dosis y la suplementacion permitié que se incrementara de manera proporcional

el rendimiento.
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Figura 4-24. Rendimiento de glucosa liberada después de la hidrélisis enziméatica a 24 y
72 h de reaccién con la enzima Cellic™ Ctec | con y sin suplementacion de b-xilosidasa
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En cuanto a la liberacién de xilosa (Figura 4-25), se encontraron resultados positivos para
esta enzima especialmente con la suplementacién de b-xilosidasa. A las 24 horas de
reaccion se alcanzo6 un rendimiento maximo del 68,7% de xilosa con la dosis al 2% de
Cellic™ Ctec I+b-xilosidasa, sin suplementacion el mayor porcentaje de rendimiento que
se obtuvo a las 24 horas fue de 42,2% para la dosis AL 3%. Al cabo de 72 horas se alcanz6
la mayor liberacion de la xilosa para la dosis al 1%+b-xilosidasa con un valor de 80,4%,
aunque estuvieron muy cercanos los rendimientos obtenidos para las otras dosis con
suplementacion, ya que estos rendimientos variaron alrededor del 73 al 78%. Sin
suplementacion a las 72 horas de reaccion, el maximo rendimiento que se alcanzo fue del
52,8% para la dosis al 4%, aunque estuvo muy cercano al valor obtenido en el ensayo para

la dosis con un 51%.

La tendencia de liberacion de xilosa con la enzima sin suplementacién a las 24 horas fue
creciente hasta la dosis al 3%, en la dosis al 4% el rendimiento disminuy6. A las 72 horas
el rendimiento fue estadisticamente significativo por la diferencia entre medias y también
fue creciente con la dosis. La tendencia con la enzima suplementada mostré que a las 24
horas la liberacion aumenté de la dosis al 1% respecto a la dosis al 2% y disminuyé para
la dosis al 3 y 4%. Para las 72 horas, el rendimiento fue el maximo para la 1% y disminuy6
a través del incremento de la dosis. Por lo tanto, la mejor dosis y tiempo para lograr la
méaxima liberacién de xilosa con el coctel enziméatico comercial Cellic™ Ctec | correspondio

al 1% suplementada con b-xilosidasa a 72 horas de reaccién.

Con estos resultados se evidencia la necesidad de suplementar la enzima Cellic™ Ctec I,
con la b-xilosidasa para lograr una mayor liberacién de xilosa del medio de reaccién.
Adicionalmente se encontré una alternativa para hidrolizar el liqguido obtenido en el pre-
tratamiento y concentrado 5,5 veces con un buen rendimiento (78-80%), muy cercano al
obtenido por la mezcla de enzimas puras con el porcentaje de combinacion de las
actividades especificas (Tabla 4-5), en el cual el rendimiento alcanzado fue ~84% para la

Il dosis en 24 horas de reaccion.
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Figura 4-25. Rendimiento de xilosa liberada después de la hidrélisis enzimatica a 24y 72
h de reaccién con la enzima Cellic™ Ctec | con y sin suplementaciéon de b-xilosidasa

La principal diferencia entonces para el planteamiento de las posibilidades de proceso,
radicarian principalmente en el tiempo de hidrdlisis, para el ensayo con enzimas puras 24
horas de reaccion fue un tiempo suficiente para alcanzar la maxima HE, mientras que para
la enzima Cellic™ Ctec | suplementada con b-xilosidasa, fueron necesarias 72 horas de

reaccién para alcanzar un rendimiento de xilosa similar.

Finalmente, se evalud la liberacion de arabinosa, en la Figura 4-26 se muestran los
resultados obtenidos para este azucar. A las 24 h de reaccion para los ensayos en los
cuales se agreg6 la enzima sin suplementacién, se obtuvo un rendimiento de liberacion
progresiva de arabinosa con el incremento de la dosis, obteniéndose rendimientos

cercanos al 100% para la dosis al 3y 4% v/v.

Sin embargo, para los ensayos en los cuales se suplemento la enzima con la b-xilosidasa,
a las 24 horas de reaccion no se encontro una tendencia clara en relacion con las dosis
adicionadas, pero se encontré una mayor liberacién de arabinosa (54%) con la dosis al
2%, escenario que cambié radicalmente a las 72 horas, donde se obtuvieron rendimientos
cercanos al 100% para todas las dosis suplementadas y para las dosis 2, 3 y 4% sin

suplementacion.

Estadisticamente, la diferencia entre medias a las 24 y 72 horas mostré que no existen

diferencias significativas entre la dosis al 3 y 4% sin suplementacion. Y para la enzima
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suplementada se evidencio que a las 24 horas de reaccién hay diferencias significativas
entre las medias de los cuatro ensayos y a las 72 horas no hay diferencias significativas
con la dosis al 2, 3y 4%, pero estas tres si difieren de la dosis al 1%.
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Figura 4-26. Rendimiento de arabinosa liberada después de la hidrolisis enzimética a 24
y 72 h de reaccion con la enzima Cellic™ Ctec | con y sin suplementacién de b-xilosidasa

A Hidrélisis enzimatica WIS

En la Figura 4-27 se presentan los rendimientos de glucosa y xilosa liberados después de
la HE sobre los WIS obtenidos en los ocho ensayos planteados en el disefio experimental,
el rendimiento de glucosa vario de 59,7 hasta 77,8% para los ensayos con impregnacion
con acido, mientras que para los dos ensayos sin impregnacion solo se obtuvo un 18,7%.
Los ensayos a 170 y 180°C tuvieron rendimientos semejantes entre si y se distanciaron
solamente en un 10-15% respecto a los resultados obtenidos para la temperatura a 160°C,
el tiempo no tuvo una incidencia significativa. Kemppainen et al., (2016) también reportaron
hasta un 72% de rendimiento de hidrélisis para los glucanos de la cascarilla de cebada
previamente pre-tratada con SE, aunque ellos usaron una carga de 3%, mientras que en
este estudio se realiz6 al 5% pl/v, cabe destacar que los ensayos realizados por
Kemppainen et al., (2016), fueron sobre la cascarilla original pre-tratada por SE sin realizar

una etapa previa de desproteinizacion de la biomasa.
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Figura 4-27. Rendimiento de HE sobre los WIS, glucosa (barras moradas) y xilosa
(barras verdes) con la enzima Cellic™ Cetec Il por 72 horas de reaccion

En cuanto al rendimiento de xilosa, se observa un porcentaje de rendimiento de 35-45%
de xilanos para los ensayos con la biomasa desproteinizada y previamente impregnada
con acido y un 27,6% para los ensayos sin impregnacion, estos resultados también
estuvieron acordes con el maximo de 35% logrado por Kemppainen et al., (2016) para esta
fraccion. En el inico ensayo donde no hubo diferencias significativas entre las medias, fue
para la temperatura de 170°C, para los restantes ensayos estadisticamente hubo
diferencias significativas, por tanto, el tiempo de pre-tratamiento para la temperatura de
180°C fue importante para dejar un solido mas asequible al ataque enzimatico en la

fraccion residual de xilano.

En este andlisis de la HE de los WIS se observé el comportamiento de los sdélidos
remanentes que no solamente habian sido pre-tratados con el SE sino también
previamente desproteinizados biotecnolégicamente, de manera general se encontrdé que
el realizar una etapa previa de desproteinizacion sobre la cascarilla de cebada permitio
incrementar la accesibilidad de las enzimas sobre la celulosa y los AX residuales en la
biomasa, aunque para lograr rendimientos superiores en la hidrdlisis del xilano, es

necesario asi como para la fraccion liquida suplementar los cocteles enzimaticos
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comerciales con actividades puras accesorio tipo a-L-arabinofuranosidasas y estearasas
(Faulds, Sancho, & Bartolomé, 2003).

El proceso planteado en esta investigaciéon contemplé principalmente la produccién de
xilitol a partir de la cascarilla de cebada del proceso cervecero empleando la combinacién
del pre-tratamiento de SE con la hidrélisis enzimaética y fermentacion, sin embargo, en el
contexto de una biorrefineria lograr el punto de equilibrio para que el proceso sea
econdémicamente viable implica que las demas fracciones que se obtienen como corrientes
laterales del proceso: proteinas, péptidos, oligopéptidos, WIS, puedan también valorizarse

para obtener otros productos quimicos de alto valor agregado.

4.3.8 Fermentacion

Los ensayos de fermentacion a nivel matraz Erlenmeyer se realizaron con el objetivo de
evaluar la toxicidad del medio sobre la cepa Candida guilliermondii FTI 20037. Para ello,
primero se compararon los perfiles de crecimiento celular, consumo de sustrato y
formacién de producto a través del tiempo, para el liquido crudo y el liquido 5,5 veces

concentrado aun pHde 4,5y 5,5.

1 Ensayos en Erlenmeyer

En la Figura 4-28 se presenta la caracterizaciéon del liquido crudo y 5,5 veces concentrado
respecto a los inhibidores de fermentacién previo a la etapa de HE. De la comparacion de
los dos liquidos se hace evidente que todos los inhibidores se concentran al evaporarse el
liquido de pre-tratamiento, a excepcion del furfural, este es el tnico inhibidor que disminuye
su concentracion, pasa de 0,616 a 0,025 g/L. Asi, el inhibidor mas representativo en el
liquido 5,5 veces concentrado correspondid al 4cido acético con un valor de 0,623 g/L. La
concentracion total de inhibidores de fermentacién para el liquido crudo fue de 1,074 g/L y

para el liquido 5,5 veces concentrado fue de 1,516 g/L.
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Figura 4-28. Concentracion de inhibidores de fermentacion en el liquido crudo y 5,5
veces concentrado

En el liquido crudo el 34,6% correspondi6 entonces a los acidos alifaticos, el 62,6% a los
derivados del furano y el restante 2,8% a compuestos fenélicos. En contraste, en el liquido
5,5 veces concentrado el mayor aporte de los compuestos inhibitorios correspondio a los
acidos alifaticos con un 65,4%, seguido de los derivados del furano con un 21,2%, mientras

gue los compuestos fendlicos se incrementaron hasta el 13,5%.

En la Figura 4-29 y 4-30 se observa el perfil de crecimiento celular, consumo de xilosa y
produccién de xilitol a través del tiempo, para el liquido crudo y el liquido 5,5 veces
concentrado respectivamente. En estas figuras, se observa que después de las 3,5 horas
empieza el consumo de xilosa y la produccion de xilitol para el liquido crudo, mientras que
para el liquido 5,5 veces concentrado, el consumo de xilosa comienza desde las 3,5 horas,
pero la produccion de xilitol se demora y comienza hasta las 50,5 horas, ya que en las
primeras 24 horas el microorganismo para crecer tiene que adaptarse al medio y la xilosa
gue consume la destina exclusivamente a la formacion de biomasa como herramienta de
supervivencia, antes que a la produccién de xilitol, lo cual puede relacionarse con la

diferencia de concentracién del acido acético en los dos medios, los acidos alifaticos
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inhiben la produccién de masa celular, pero no la fermentacién en si misma (Mills,
Sandoval, & Gill, 2009).

La fermentacion para el liquido crudo, terminé aproximadamente a las 72 horas con un
consumo del 98,3% de sustrato, mientras que para el liquido 5,5 veces concentrado se
demoro6 hasta las 144 horas y se consumié un 3,5% menos de sustrato respecto al liquido
crudo. Finalmente, cabe destacar que para el liquido 5,5 veces concentrado se produjo
mas biomasa que para el liquido crudo, el rendimiento Ygss para los dos liquidos fue de
0,54 g/g y la productividad fue de 0,54 y 0,24 g/L/h para el liquido crudo y el liquido 5,5

veces concentrado, respectivamente.
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Figura 4-29. Perfiles de crecimiento celular, consumo de xilosa y produccién de xilitol,
ensayo toxicidad sobre el liquido crudo a un pH de 4,5
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Figura 4-30. Perfiles de crecimiento celular, consumo de xilosa y produccién de xilitol,
ensayo toxicidad sobre el liquido 5,5 veces concentrado a un pH de 4,5

En la Figura 4-31 se observa el perfil de crecimiento celular, consumo de sustrato y
produccién de xilitol para el liquido 5,5 veces concentrado a un pH de 5,5, la diferencia del
ajuste del pH de 4,5 a 5,5 permitié establecer que el tiempo de fermentacién disminuyera
a 96 horas. Esta vez el microorganismo comienza a producir xilitol a las ~18 h, mientras
que en el liquido 5,5 veces concentrado a pH 4,5 la levadura solo comenzaba a producir
xilitol desde las 50,5 horas. En la curva de crecimiento celular para el liquido 5,5 veces
concentrado a pH 5,5, el consumo de sustrato fue de 95,1%, el rendimiento Yg;s disminuyé

a 0,45 g/g y la productividad aument6 a 0,44 g/L/h.
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Figura 4-31. Perfiles de crecimiento celular, consumo de xilosa y produccién de xilitol,
ensayo toxicidad sobre el liquido 5,5 veces concentrado a un pH de 5,5
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El pH externo tiene un gran efecto sobre la toxicidad de los acidos débiles. Uno de los
mecanismos propuestos para explicar el efecto inhibitorio de los acidos alifaticos es la
teoria del desacoplamiento. Segun esta, el efecto toxico depende del pKa de los &cidos y
del pH del medio. Unicamente la forma no disociada de los acidos penetra en la célula por
difusion, donde, debido al mayor pH intracelular se disocia, provocando un descenso del
pH que debe ser compensando por una ATPasa de membrana que bombea protones al
exterior a costa de la hidrélisis de ATP. La menor disponibilidad de ATP para la formacion

de biomasa celular conduce a la disminucién en el crecimiento (Oliva Dominguez, 2003).

Estos fagentes de desacopl amdegH transinenibrarialeya r u mp e n

que, efectivamente, se permite la creacion de un proton a través de la membrana sin la
creacion de ATP. Esta disociacion del acido débil dentro del citoplasma se debe al hecho
de que el pH intracelular, pHi, esta naturalmente a un pH de aproximadamente 7,8, que es
mucho mas alto que el pKa del &cido débil. A medida que estos acidos se disocian dentro
de la célula, el pHi disminuye, lo que puede inhibir el crecimiento. El &cido férmico puede
ser mas toxico debido a que tiene una permeabilidad extraordinariamente alta a través de
la membrana. Este efecto de pH externo se debe, en parte, al hecho de que el acido existe
en su forma no disociada en concentraciones mas altas, lo que permite una mayor

permeabilidad de la membrana celular (Mills et al., 2009).

Wang et al., (2015) reporta que después de 15 horas de inoculacién, las concentraciones
de &cido acético y furfural no fueron detectables, lo que significa que estos compuestos se
degradaron a compuestos menos toxicos para la célula. Wang et al., (2015) presentan
como estrategia para superar la inhibicién de los productos toxicos generados en el SE de
paja de maiz, el aumento del tamafio del indculo a 1,6 g/L; con esta estrategia ellos
reportan una concentracién maxima de xilitol de 35,6 g/L, después de tan solo 38 h de
fermentacién con una productividad de 0,94 g/L/h y un rendimiento de 0,71 g/g sobre un

hidrolizado proveniente de un tratamiento con SE.

La YWnica etapa de fAdetoxificaci-no real:.
liquido de pre-tratamiento. Aunque existen otros métodos para retirar los compuestos
inhibitorios como el uso de carbén activado, tratamiento con hidroxidos o resinas de
intercambio i6nico o inclusive mediante la combinacién de estos métodos (Huang et al.,

2011), cada vez mas la etapa de detoxificacion de los medios tiende a no realizarse (Huang

zada

S

e

el
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et al.,, 2011; Ping et al.,, 2013; Wang et al.,, 2015), ya que se ha atribuido que la
detoxificacion puede reducir la concentracion de los azlcares reductores, lo cual

disminuiria la eficiencia de la fermentacién.

1 Ensayosenreactor 1L

Otro problema asociado durante la etapa de detoxificacion tiene que ver con los
requerimientos de quimicos adicionales, los cuales no pueden reusarse y adicionalmente
al realizarse una etapa adicional de detoxificacion se incurre en implicaciones econémicas
que imposibilitarian el escalamiento de los procesos. Sin embargo, la etapa de
evaporacion realizada en esta opcion de proceso no solamente permiti6 concentrar la
xilosa potencial extraida en el liquido de pre-tratamiento hasta un valor adecuado de
sustrato para la posterior fermentacion, sino que, paralelamente, permiti6 modificar la
concentracion de los compuestos inhibitorios. La concentracion de los compuestos
inhibitorios iniciales y finales en la fermentaciébn se presentan en la Figura 4-32. El
porcentaje en peso de acidos alifaticos en el liquido inicial fue del 76,4% y los derivados
del furano y compuestos fendlicos se presentaron en porcentajes semejantes de 11,4y

12,2% respectivamente.
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Figura 4-32. Concentracion de los compuestos inhibidores de fermentacion al tiempo

inicial y final de la fermentacién en el biorreactor de 1 L para el liquido concentrado 5,5
veces
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El proceso fermentativo para la produccion de xilitol se ha convertido en una opcién
interesante desde el punto de vista econémico, dado que no se requiere la purificacion del
jarabe de xilosa como en el proceso quimico. Sin embargo, el éxito del proceso
fermentativo para la produccién de xilitol depende de la productividad de la cepa y de su
tolerancia a los diferentes compuestos quimicos presentes en los hidrolizados. Sumado a
esto, se ha demostrado que un nimero de parametros de cultivo, como el pH, composiciéon
del medio y nivel de aireacion, tienen un efecto significativo en la produccion de xilitol a

partir de los medios hidrolizados de hemicelulosa.

Una de las variables de control mas importantes en esta bioconversion es el nivel de
aireacion, el cual afecta las rutas bioquimicas involucradas en el metabolismo de la xilosa.
La produccion de la biomasa se favorece por condiciones aerdbicas, mientras que el xilitol
se forma bajo condiciones limitadas de oxigeno. Los trabajos recientes que se encuentran
publicados sobre la evaluacion del pardmetro de transferencia de oxigeno en la produccién
de xilitol (Roberto, de Mancilha, & Sato, 1999; Aguiar, Faria, Couto, Araujo, & Pereira,
2002; Zou, Qi, Chen, Miao, & Zhong, 2010; Soleimani & Tabil, 2014), fueron la pauta para
escoger un nivel de agitacién y aireacion que permitieran a su vez establecer un valor de
k.a y asi ajustar este parametro en la fermentacion del hidrolizado obtenido de la cascarilla

de cebada, mediante el método dindmico (seccién 3.2.10).

En esta parte del estudio no fue posible estudiar mas valores de k.a, por la gran cantidad
de hidrolizado que debia obtenerse para realizar variaciones de los pardmetros de
agitacion y aireacion, entonces para realizar la fermentacion a las mejores condiciones, se
ajustd este parametro a un valor constante de 15h* (Anexo B) segun las referencias
bibliogréaficas tomadas de Roberto et al., (1999) y Soleimani & Tabil, (2014) quienes al igual
gue en esta investigacion, trabajaron con la cepa Candida guilliermondii FTI 20037 e
hidrolizados reales de hemicelulosas de paja de arroz y cascarillas de avena,
respectivamente, aunque ellos emplearon el pre-tratamiento e hidrdlisis simultdnea con

acido sulfurico.

Para el primer caso Roberto et al., (1999) variaron la aireacion entre 0,5-1,7 vvm a un valor
constante de agitacién (300 rpm), con una aireacién de 1,3 vvm ajustaron el valor de k.a a
15h1, a este valor de coeficiente de transferencia de masa, ellos encontraron el maximo

rendimiento de produccion de xilitol correspondiente a 0,73 g/g con una Qp de 0,52 g/L/h.
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Soleimani & Tabil, (2014) variaron también la aireacién desde 0,13 hasta 2 vvm con una
agitacion constante de 200 rpm, ellos determinaron un valor de k.a de 15,8h* a 1,25 vvm,
donde obtuvieron la mayor concentracion de xilitol (55g/L), correspondiente a un
rendimiento de 0,87 g/g y una Qe de 0,57 g/L/h.

En la etapa de pre-sacarificacion de este estudio se alcanz6 un rendimiento del 64% de
xilosa con la dosis de Cellic™ Ctec | al 1% v/v suplementada con 0,1 mg de b-xilosidasa/g
AX potencial a las 24 horas de reaccion, esto implic6 que la concentracion inicial de
sustrato no fuera el te6rico ~74 g/L de xilosa, sino que la concentracion de sustrato de
partida fuera de 56,12 g/L, adicionalmente la enzima Cellic™ Ctec I+b-xilosidasa hidrolizd
parcialmente los glucanos extraidos en el liquido, con lo cual el medio inicial presenté 13,9
g/L de glucosa, lo que representd un rendimiento de hidrélisis del 34,6% para esta fraccion.
En la Figura 4-33 se ilustra el perfil de crecimiento celular, consumo de sustrato y
produccién de xilitol a través del tiempo.
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Figura 4-33. Perfiles de consumo de xilosa y glucosa, produccién de xilitol (eje y-
izquierdo), crecimiento celular y produccién de arabitol (eje y-derecho), ensayo para el
liquido 5,5veces concentrado con k.a de 15 ht

La presencia de glucosa en el medio, pudo servir para el crecimiento de la biomasa y/o
para la produccion de etanol (Figura 4-34), ya que la cepa de Candida guilliermondii
FTI20037 también metaboliza hexosas y produce etanol a partir de este sustrato (Wen et
al., 2016). La eliminacién de este azUlcar a las 14 horas de fermentacién, permitié observar
como el metabolismo del microorganismo se adapta al consumo del siguiente azlcar de

preferencia la xilosa, asi mismo, alli se comienza a observar la produccion de xilitol como
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metabolito primario asociado al crecimiento celular. Aunque la glucosa puede causar
represion catabdlica del consumo de xilosa (Kastner, Eiteman, & Lee, 2001; Walther,
Hensirisak, & Agblevor, 2001), algunos estudios han indicado que la glucosa tiene un
efecto positivo sobre el metabolismo de la xilosa e inclusive han sugerido relaciones
Optimas de glucosa a xilosa (1:5 a 1:10) para mejorar el rendimiento del xilitol (Huang et
al., 2011).

En el estudio realizado por Huang et al., (2011), el contenido de glucosa en el hidrolizado
de paja de arroz (~9 g/L) no alcanzé a genera inhibicion por sustrato, asi como se observé
en esta investigacion. Por tanto, puede concluirse que pequefias cantidades de glucosa
presentes en el hidrolizado no tiene un efecto en la produccién general de xilitol. La
sacarificacion simultanea con la fermentacion no se logré por dos razones, la temperatura
de fermentacion se ajusto a un valor de 30°C, valor diez grados inferior a la temperatura
6ptima para la accién de la enzima Cellic™ Ctec |+b-xilosidasa para que se pudiera dar
inicio a la fermentacion, ademas la presencia de etanol en las reacciones mixtas por
ejemplo, durante la sacarificacion y fermentacion simultanea, permite la transferencia de
los residuos xilosilo al etanol en vez de al agua, lo cual permite la formacién de etil b-

glucosidos, una reaccién que es reversible (Biely et al., 2016).

La produccion de xilitol se comenz6 a estabilizar a las 115 horas con un valor de 33,5 g/L
y se alcanzo6 un maximo a las 168 horas con 37,2 g/L, el mayor rendimiento Ygs alcanzado
a estas dos horas correspondié a 0,76 g/g con una Qe de 0,29 g/L/h y 0,22 g/L/h,
respectivamente. El consumo de sustrato fue de tan solo el 78% y a las 42 horas se
comenzo a detectar la produccién de arabitol por ende esto refleja también el consumo de
arabinosa, tercer azucar de preferencia por la cepa (datos no mostrados en las gréaficas,
debido a que el pico de arabinosa en los cromatogramas coeluye con el de etanaol), por

esta razén el perfil de biomasa después de las 168 horas sigue en aumento.

Para este ensayo, adicionalmente se realiz6 el seguimiento de los principales compuestos
inhibitorios, asi como de etanol y glicerol producidos a lo largo de las primeras 90 horas de
la fermentacion (Figura 4-34). En cuanto al acido acético, se observa que el valor inicial
fue de 1,14 g/L, valor superior al reportado en la Figura 4-28, debido a la liberacién de

grupos acetilo después de la HE realizada en la etapa de pre-sacarificacién, el mismo
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incremento se observé para el acido cumarico y ferulico. El aumento del &cido acético en
las primeras 24 horas del tiempo inicial puede deberse a que en la fermentacion se
producen multiples productos derivado del metabolismo celular, inclusive asociados a la

primera etapa del consumo de glucosa.

Al final de la fermentacion no se detectan los derivados del furano, lo que indica que el
furfural y el HMF fueron metabolizados por la levadura. En condiciones de anaerobiosis,
como consecuencia del metabolismo del furfural, se produce principalmente alcohol
furfurilico y, en menor concentracién, acido furoico. La hipétesis de que la reduccion de
furfural a alcohol furfurilico esta catalizada por un alcohol deshidrogenasa dependiente de
NADH estd practicamente aceptada. En condiciones de anaerobiosis, durante la
fermentacion se produce glicerol para regenerar el exceso de NADH producido en la
biosintesis y mantener el balance redox intracelular. En fermentaciones en presencia de
furfural no se observa produccion de glicerol, lo que sugiere que la reduccion del furfural a
alcohol furfurilico oxida el NADH en condiciones de anaerobiosis (Oliva Dominguez, 2003),
en este ensayo sucede exactamente este comportamiento, los derivados del furano
desaparecen y se evidencia la produccion de glicerol a lo largo del tiempo, a pesar de que
el sistema no se encuentra en condiciones de 100% anaerobiosis la produccion de xilitol
por Candida guilliermondii FTI 20037 se realiza a condiciones limitadas de oxigeno, lo cual
podria favorecer la metabolizacion de estos compuestos y por ende la generacion de

glicerol, como se observa en las Figuras 4-33 y 4-34.

a1

N

Concentracién (g/L)
N w

0
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
tiempo (h)
Biomasa —e— Suma fendlicos Acido acético Etanol —e—Glicerol

Figura 4-34. Perfil de crecimiento celular, &cido acético y suma de fendlicos, produccién
de etanol y glicerol a través del tiempo, para la fermentacién en biorreactora 1 L
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El etanol se produce como respuesta a la presencia de glucosa en el medio, su valor
maximo fue de 3,1 g/L, aunque este después de las 24 horas disminuye, debido
posiblemente a la evaporacion que sufre en el medio por las condiciones de aireacion y
agitacion constantes o incluso debido a estas mismas condiciones de aireacion, el etanol
pudo ser consumido por la levadura, ya que este podria pasar a la formacion de ATP y
biomasa mediante la respiracion aerobia. Los compuestos fendlicos, permanecen mas o
menos constantes a lo largo de la fermentacion, lo cual podria indicar que la levadura tolera
a estos compuestos en el medio, pero no los metaboliza, lo que finalmente se podria
manifestar en la disminucién de la velocidad especifica de crecimiento del microorganismo
y por ende se refleja en los bajos valores de productividades encontrados para este

ensayo.

4.4 Conclusiones

El mayor rendimiento de extraccién de xilosa de la cascarilla de cebada sin desproteinizar
mediante el pre-tratamiento del SE correspondié a un 30,7% para las condiciones de 190°C

por 5 min, impregnando el material con &cido.

La impregnacion de la cascarilla de cebada con acido previa al tratamiento del SE es
esencial para lograr incrementar la extraccion de la fraccion de hemicelulosa en el liquido

de tratamiento tanto para la cascarilla original y desproteinizada.

Se demostré que la presencia principalmente de proteina y almidon en la cascarilla de
cebada generan un efecto barrera en el pre-tratamiento del SE afectando la transferencia

de masa y calor sobre esta biomasa.

El proceso de desproteinizacion y eliminacion de almidon simultdneo de la cascarilla de
cebada realizado por medio de Alcalase® 2.5 L, permiti6 la remocion del 70,6% y 63,9%
de la proteina inicial de la biomasa a nivel matraz Erlenmeyer y en reactor de 40 L,
respectivamente. Mediante el proceso también se logro la solubilizaciéon parcial de los
glucanos susceptibles de extraccién, asi como del almidén residual presente en la
cascarilla, etapa que valoriza una de las fracciones mas representativas de la cascarilla de

cebada como lo es la proteina en el contexto de una biorrefineria.
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El proceso de desproteinizacién y eliminacion de almidén previo al pre-tratamiento permitio
mejorar la transferencia de calor y masa en el SE, con lo cual se pudo incrementar el
rendimiento de extraccién de la xilosa en el liquido hasta un 49,8% a las condiciones de
170°C por 30 min.

Se encontrd y se validé estadisticamente el punto 6ptimo de recuperacion de xilosa en las
condiciones evaluadas (temperatura de 160 a 180°C y tiempos de 15 a 30 min) en un punto
de 173,5°C y 15,5 minutos de pre-tratamiento con una deseabilidad de 0,92. Este punto
permiti6 maximizar la recuperacién de xilosa y la obtencién de la mayor concentracién de

este azlcar en el liquido.

Una de las principales ventajas de la tecnologia del SE sobre la recuperacion de los
azucares hemicelulésicos provenientes de la cascarilla de cebada desproteinizada
correspondio a la liberacion de aproximadamente el 90% de la arabinosa de la estructura
de los AX como azucar neutro, lo cual implica que puede prescindirse de agregar
cantidades importantes de las actividades enzimaticas tipo a-L-arabinofuranosidasas, lo
cual desde el punto de vista técnico y econdmico seria una ventaja muy importante en

proceso.

Se logrd hidrolizar enzimaticamente el liquido concentrado 5,5 veces hasta un 78-86% de
xilosa, con ayuda de siete enzimas comerciales puras con el siguiente porcentaje de
combinacion: 16% de endo-1,4-b-D-xilanasa (GH10), 4% de endo-1,4-b-D-xilanasa
(GH11), 70% de b-xilosidasa (GH43), 2,5% de a-L-arabinofuranosidasa (GH51), 2,5% de
a-D-glucuronidasa (GH67), 2,5% de acetil xilano estearasa (CEl) y 2,5% de feruloil
estearasa (CE6) a una dosis de 0,6 mg de mezcla de enzimas-proteina/g de AX potencial
a 40°C por 24 horas.

Se demostré la importancia de las actividades enzimaticas estearasas: acetil xilano y
feruloil estearasas en la hidrélisis de los AX extraidos en el liquido de pre-tratamiento de

la cascarilla de cebada con la tecnologia de SE.

Los cocteles enzimaticos que involucraron las enzimas Ultraflo L, Celluclast 1.5 L,
Viscozyme L y sus combinaciones fueron muy efectivas en hidrolizar la glucosa del liquido

del SE, obteniéndose rendimientos cercanos al 100% en 48h de reaccion.
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Se propusieron alternativas de HE del liquido concentrado 5,5 veces con cocteles
enzimaticos comerciales, donde se destacaron los resultados obtenidos para la enzima
Cellic™ Ctec | suplementada con b-xilosidasa como el mejor coctel enzimatico capaz de
liberar una cantidad equivalente de xilosa en comparacién con las enzimas puras, hasta

80% de xilosa en 72 horas de reaccion.

Los WIS obtenidos del pre-tratamiento del SE con la cascarilla de cebada desproteinizada
fueron susceptibles de hidrolizarse enziméaticamente con ayuda de la enzima Cellic™ Ctec
I, obteniéndose mayores rendimientos para la glucosa liberada (59,7-77,8%) respecto a
la xilosa (35-45%), lo cual valoriza otra de las corrientes laterales generadas en el proceso

planteado, dentro del concepto de una biorrefineria.

El ajuste del pH a 5,5 tiene un efecto significativo en la tolerancia de los &cidos alifaticos
sobre la fermentacién del hidrolizado del SE hasta xilitol por accién de la cepa Candida
guilliermondii FTI 20037, a nivel matraz Erlenmeyer los mejores resultados arrojaron a este

valor de pH un rendimiento Ypis de 0,54 g/g y una productividad de 0,24 g/L/h.

El ajuste del k,a a un valor de 15h sobre el hidrolizado real y concentrado 5,5 veces que
se obtuvo a las mejores condiciones del SE (173°C por 15,5 min) e hidrolizado por accién
de la mezcla Cellic™ Ctec | suplementado con b-xilosidasa, permiti6 obtener una
concentracion méaxima de 37,16 g/L de xilitol con un rendimiento de 0,76 g/g y una
productividad de 0,29 g/L/h.

Se realiz6 y valido experimentalmente la segunda opcion de proceso planteada para la
produccién de xilitol empleando cascarilla de cebada sometida al pre-tratamiento de SE,
en el contexto de una biorrefineria, donde adicionalmente se generaron corrientes laterales
de péptidos, oligopéptidos, aminoacidos y WIS susceptibles de futuras investigaciones,

para en conjunto evaluar la viabilidad del proceso a nivel econémico.

4.5 Recomendaciones

Realizar un estudio mas detallado de las mejores condiciones de desproteinizacion
enzimatica (pH, actividad, dosificacion, etapas de separacion) de la cascarilla de cebada
previo al sometimiento del SE, inclusive evaluar la necesidad de realizar la etapa

simultanea o no de eliminacion de almidoén.
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Realizar un estudio mas detallado de otras condiciones de temperatura, tiempo y

catalizador en el SE sobre la cascarilla de cebada una vez esta se ha desproteinizado.

Evaluar métodos para retirar las capas de cutina de la cascarilla de cebada, para verificar

si esto también mejora la transferencia de calor y masa en el SE.

Realizar un estudio mas detallado de la estructura quimica de los AX extraidos con el pre-
tratamiento del SE para no solamente identificar el grado de polimerizacion de los

oligébmeros solubles sino de los tipos de enlaces quimicos aun presentes en la estructura.

Realizar ensayos mas exhaustivos de la HE de los AX extraidos y concentrados en el
liquido, respecto a la dosificacion de las enzimas comerciales puras y de los cocteles

enzimaticos disponibles.

Podria suplementarse los cocteles enzimaticos comerciales, asi como la Cellic™ Ctec |
con otras actividades enzimaticas como las estearasas y podria evaluarse también otros

niveles de suplementacion de la b-xilosidasa.

Considerar otro método de concentracién del liquido de pre-tratamiento, menos intensivo-
energéticamente para favorecer el incremento de la xilosa (incluso para obtener valores

superiores a 80 g/L) en el hidrolizado y asi favorecer la produccion de xilitol.

De ser posible para la cepa evaluada incrementar mas el valor del pH en la fermentacién
para evaluar la tolerancia de este microorganismo al acido acético presente en el

hidrolizado.

Realizar una etapa previa de adaptacion de la levadura a los compuestos toxicos
generados y concentrados en el hidrolizado del SE y/o preparar el inéculo en el mismo

medio téxico.

Realizar mas ensayos de fermentacion, evaluando valores diferentes de k.a, incluso a

diferentes concentraciones de inéculos.

Evaluar una cepa que no produzca arabitol, ya que la separacion posterior en proceso de

xilitol y arabitol es compleja.
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5.1 Conclusiones

Se evalu6 experimentalmente la produccién de xilitol a partir de la cascarilla de cebada
residual del proceso cervecero mediante el disefio de dos procesos que involucraron una
etapa de pre-tratamiento fisicoquimico (alcalino y de explosion con vapor) seguido de dos

etapas biotecnoldgicas (hidrélisis enzimatica y fermentacion).

Se extrajo la mayor proporcién de la fraccion de hemicelulosa (tipo arabinoxilanos) en el
liquido de pre-tratamiento mediante el pre-tratamiento alcalino o de explosién con vapor,
para posteriormente hidrolizar enziméticamente esta fracciébn con ayuda de seis o incluso
siete enzimas diferentes, para obtener el mayor grado de rendimiento de xilosa y asi
finalmente evaluar la fermentacién de estos hidrolizados concentrados hasta xilitol,

teniendo en cuenta el pardmetro k.a.

Dentro de las dos alternativas de disefio se redujo o se integré la etapa de detoxificacion
en el proceso, al 1) eliminarse principalmente los compuestos fendlicos y el &cido acético
generados en el pre-tratamiento alcalino mediante la etapa de precipitacion etandlica
previa a la hidrélisis enzimatica de los AX y 2) al integrase la etapa de concentracion del
liqguido de pre-tratamiento previa a la hidrélisis enzimatica logrando la disminucién

principalmente del furfural producido en el pre-tratamiento de SE.

Los dos hidrolizados obtenidos se fermentaron hasta xilitol, ajustandose el parametro de
escalamiento k.a a 15h%, obteniéndose 58,85 g/L de xilitol en 70 horas, con un rendimiento
Yris de 0,73 g/g y una Qp 1,14g/L/h para la primera opcién de proceso y 37,16 g/L de xilitol
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con un rendimiento de 0,76 g/g y una productividad de 0,29 g/L/h para la segunda opcion

de proceso.

9 Los principales logros obtenidos en el primer disefio de proceso (pre-tratamiento

alcalino) fueron:

Se desarrolld un proceso que involucrd la extraccidon y pre-tratamiento alcalino de la
fraccion de hemicelulosa de la cascarilla de cebada, realizando un estudio cinético en
cuatro condiciones de operacion: (1) tratamiento severo nivel bajo (2) tratamiento severo

nivel alto (3) tratamiento moderado nivel bajo y (4) tratamiento moderado nivel bajo.

Se estudiaron las variables: temperatura, concentracion de NaOH, carga, velocidad de
agitacion y tiempo, dentro de los cuatro ensayos de pre-tratamiento alcalino, realizandose
un andlisis estadistico de medidas repetidas con ANOVA, donde se lograron escoger los

méaximos tiempos de extraccion de la fraccion de AX en el liquido de pre-tratamiento.

Se ajustd la cinética de reaccién del modelo de Saeman a los cuatro pre-tratamientos
evaluados y se logré ajustar la ecuacion de Arrhenius a tres de las cuatro temperaturas

evaluadas.

Se determiné el efecto del pre-tratamiento sobre la deslignificacion, extraccion de las
proteinas y solubilizacion de la fraccion de hemicelulosa, caracterizando la fraccion liquida
en cuanto a su contenido de azlcares, acido acético y compuestos furanos y fendlicos
extraidos. Los WIS se caracterizaron en cuanto a su contenido de proteina y composicion
estructural. Incluso, se realiz6 un analisis de covarianza para evaluar la dependencia de la
composicion inicial de la biomasa con la composicion después de realizado el pre-

tratamiento.

Se establecieron las mejores condiciones de proceso que permitieron hidrolizar los AX
extraidos y separados de la fraccién liquida mediante la sinergia de seis enzimas
comerciales puras tipo: endo-1,4-b-xilanasas de la familia GH10 y GH11, a-L-
arabinofuranosidasas de la familia GH43 y GH51, b-xilosidasa y a-glucuronidasa a

concentraciones de 1 a 5 g/L por 48 horas a 40°C.

Se obtuvieron tres corrientes de proceso con un alto perfil de valorizacion en el contexto

de una biorrefineria: (1) WIS después del pre-tratamiento, concentrados en celulosa y
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susceptibles de hidrélisis enzimética, (2) precipitado rico en proteinas, péptidos y

oligopéptidos y (3) sobrenadante alcohdlico rico en compuestos fenélicos y acido acético.

1 Para el segundo disefio propuesto (pre-tratamiento de explosion con vapor) se

encontro principalmente que:

El pre-tratamiento de explosion con vapor no es efectivo en la liberacion de proteinas.
Estas crean un efecto barrera sobre los fenbmenos de trasferencia de masa y calor del
vapor hacia las fibras de la cascarilla de cebada, por esto es necesario realizar una etapa
de desproteinizacion previo el pre-tratamiento de SE para incrementar la velocidad de los

fendmenos de transferencia.

Una vez desproteinizada la cascarilla de cebada, el pre-tratamiento de explosion con vapor
es efectivo para extraer aproximadamente el 50% de los arabinoxilanos previa
impregnacion del material con acido, despolimerizando los xilo-oligosacaridos extraidos.
Esto permitio liberar un buen porcentaje de arabinosa y en menor medida de xilosa, como
azucares neutros. Los WIS a su vez se concentraron en principalmente en celulosa y

lignina.

Se establecieron las mejores condiciones de hidrélisis enzimética que permitieron obtener
rendimientos superiores a 80% de liberacion de xilosa del liquido de pre-tratamiento
concentrado 5,5 veces mediante la sinergia de siete enzimas comerciales puras que
comprendieron: endo-1,4-b-xilanasas de la familia GH10 y GH11, a-L-arabinofuranosidasa
GH51, b-xilosidasa, a-glucuronidasa, acetil xilano y feruloil estearasa. Incluso se presenté
una segunda opcion de hidrdlisis enzimatica con la mezclade laenzi ma Cel | i cE Ce't €

suplementada con b-xilosidasa.

Para la hidrélisis enzimética del pre-tratamiento de explosidn con vapor se demostré que
la hidrélisis de la arabinosa no fue tan importante como el rompimiento de los enlaces

preservados tipo éster para incrementar el rendimiento de liberacion de xilosa.

Se obtuvieron dos corrientes laterales de proceso, con un alto perfil de valorizacién en el
contexto de una biorrefineria: (1) hidrolizado rico en proteinas, péptidos, oligopéptidos y
amino&cidos después de la etapa de desproteinizacion con ayuda de enzimas comerciales

y (2) WIS con buena digestibilidad enzimética.



214 Valorizacion de la cascarilla de cebada del proceso cervecero para la

produccioén de xilitol

En cuanto a la comparacion de los dos procesos diseflados, se podria concluir

principalmente que:

El mayor rendimiento de extraccién de xilosa se obtuvo para el pre-tratamiento con NaOH
(63,92%) a 40°C, 12 horas de reaccion y una solucién de NaOH 4 M. Las condiciones de
pre-tratamiento con el SE que produjeron el mayor rendimiento (49,80%) fueron de 170°C
por 15 min previa impregnacion de la cascarilla de cebada desproteinizada, con acido al
0,5% plv.

El pre-tratamiento de SE logra hidrolizar 90% de la arabinosa y 30% de xilosa como
azucares libres neutros de los AX extraidos de la cascarilla de cebada en comparaciéon con

el pre-tratamiento alcalino que no libera ningan azucar neutro.

Los AX extraidos por el pre-tratamiento alcalino y de SE presentaron diferencias
estructurales que fueron marcadas directamente por el tipo y porcentaje de combinacion

de las enzimas puras que debian adicionarse en la etapa de hidrélisis enzimatica.

El SE logr6 mayores rendimientos de hidrélisis enzimatica para el liquido del pre-
tratamiento tanto con enzimas comerciales puras como con cocteles enzimaticos
comerciales en comparacion con los AX extraidos y separados del liquido de pre-

tratamiento alcalino.

Para el pre-tratamiento de SE no es necesario secar ni moler la cascarilla de cebada previo
al pre-tratamiento, en el reactor de SE se puede cargar una mayor cantidad de cascarilla

de cebada en comparacion con los ensayos realizados para el pre-tratamiento alcalino.

De manera general el tratamiento de las corrientes aguas abajo del pre-tratamiento alcalino
es mas complicado, mientras que en el pre-tratamiento por SE deben realizarse etapas

aguas arriba del proceso, como la desproteinizacion de la biomasa.

En términos generales las dos opciones de proceso disefiadas en esta investigacion
valorizaron la cascarilla de cebada, co-producto del proceso cervecero para obtener un
producto de mayor valor agregado como el xilitol, ampliando opciones de aprovechamiento
de este tipo de biomasas en el pais, para posibles aplicaciones en el contexto de una

biorrefineria.
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5.2 Recomendaciones

Podria evaluarse en futuros proyectos relacionados con esta tematica:

Reciclar el NaOH con diéxido de carbono hasta carbonato de sodio insoluble, para evitarse

la alta formacién de sal, si la solucién alcalina se neutraliza con acido.

Realizar un analisis de viabilidad econdmica de los procesos planteados para sopesar la
influencia en la facilidad de operacion, el costo de los procesos posteriores y la
compensacion entre varios costos, incluidos los precios operativos, de capital y de

biomasa.

Realizar un estudio en el que se contemple la valorizacion de la fraccion de proteina o de
los hidrolizados obtenidos en esta investigacion, ya que presentan alto interés en el campo

cientifico e industrial, con aplicaciones inclusive en el area de alimentacion humana.

Evaluar otro tipo de condiciones de hidrélisis y fermentacion, por ejemplo, inmovilizando

las enzimas y/o el microorganismo.

Evaluar la separacion de la arabinosa producida en el pre-tratamiento o después de la

hidrélisis enzimatica.
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A. Anexo: Fichas técnicas enzimas puras

= \=

Mesgazyme

endo-1,4-B-D-XYLANASE from Neocallimastix patriciarum (Lot 91001d)

Recombinant

E-XYLNP 04/16
Catalytic domain of Xyn| IA from Neocallimastix patriciarum

(EC 3.2.1.8) endo-1,4-B-D-xylanase

CAZy: GH Family 11

PROPERTIES

ELECTROPHORETIC PURITY:
- Single band on SDS-gel electrophoresis (MW ~ 25,800)
- Single major band on isoelectric focusing (pl ~ 6.5)

SPECIFIC ACTIVITY:
1094 U/mg protein (on wheat arabinoxylan) at pH 6.0 and 40°C
~ 1497 U/mg protein (on wheat arabinoxylan) at pH 6.0 and 50°C

One Unit of xylanase activity is defined as the amount of enzyme required to release
one pmole of xylose reducing-sugar equivalents per minute from wheat arabinoxylan
(5 mg/mL) in sodium phosphate buffer (100 mM) pH 6.0.

RELATIVE RATES OF HYDROLYSIS OF SUBSTRATES:

Substrate %
Wheat Arabinoxylan 100
CM-Cellulose 4M < 0.001
Barley B-Glucan < 0.001

Action on polysaccharide substrates was determined at a final substrate
concentration of 5 mg/mL in sodium phosphate buffer (100 mM), pH 6.0 at 40°C.

PHYSICOCHEMICAL PROPERTIES:

pH Optima: 6.0 - 6.5

pH Stability: 3.0 - 9.0 (> 75% control activity after 24 hours at 4°C)
Temperature Optima: 50°C (10 min. reaction)

Temperature Stability: up to 50°C (> 90% control activity after |5 min.)

STORAGE CONDITIONS:

The enzyme is supplied as an ammonium sulphate suspension in 0.02% (w/v) sodium
azide and should be stored at 4°C. For assay, this enzyme should be diluted in sodium
phosphate buffer (100 mM), pH 6.0 containing 0.5 mg/mL BSA. Swirl to mix the
enzyme immediately prior to use.
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endo-1,4-3-D-XYLANASE from Cellvibrio japonicus (Lot 90601Ic)

Recombinant

E-XYNAC] 11713
(EC 3.2.1.8) endo-1,4-B-D-xylanase

CAZy: GH Family 10

PROPERTIES

ELECTROPHORETIC PURITY:
- Single band on SDS-gel electrophoresis (MW ~ 39,000)
- Single major band on isoelectric focusing (pl ~ 5.4)

SPECIFIC ACTIVITY:
38 U/mg protein (on wheat arabinoxylan) at pH 5.0 and 40°C;
62 U/mg protein (on wheat arabinoxylan) at pH 5.0 and 60°C.

One Unit of xylanase activity is defined as the amount of enzyme required to release

one umole of xylose reducing-sugar equivalents per minute from wheat arabinoxylan
(5 mg/mL) in sodium acetate buffer (100 mM) pH 5.0.

RELATIVE RATES OF HYDROLYSIS OF SUBSTRATES:

Substrate %
Wheat Arabinoxylan 100
CM-Cellulose 4M <0.03
Barley 3-Glucan < 0.001

Action on polysaccharide substrates was determined at a final substrate
concentration of 5 mg/mL in sodium acetate buffer (100 mM), pH 5.0 at 40°C.

PHYSICOCHEMICAL PROPERTIES:

pH Optima: 5.0

pH Stability: 4.0 - 10.0 (> 75% control activity after 24 hours at 4°C)
Temperature Optima: 60°C (10 min. reaction)

Temperature Stability: up to 40°C (> 90% control activity after 15 min.)

STORAGE CONDITIONS:

The enzyme is supplied as an ammonium sulphate suspension in 0.02% (w/v) sodium
azide and should be stored at 4°C. For assay, this enzyme should be diluted in sodium
acetate buffer (100 mM), pH 5.0 containing 0.5 mg/mL BSA. Swirl to mix the
enzyme immediately prior to use.
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a-L-ARABINOFURANOSIDASE from Bifidobacterium sp. (Lot 91201c)

Recombinant

E-AFAM2 03/16
(3.2.1.55) alpha-L-arabinofuranoside arabinofuranohydrolase

CAZy: GH Family 43

PROPERTIES
l.

ELECTROPHORETIC PURITY:
- Single band on SDS-gel electrophoresis (MW ~ 59,404)
- Broad diffuse band on isoelectric focusing (pl ~ 4.6)

SPECIFIC ACTIVITY AND LEVEL OF OTHER ACTIVITIES:
102 U/mg protein (on wheat arabinoxylan) at pH 6.0 and 40°C.

*One Unit of a-L-arabinofuranosidase activity is defined as the amount of enzyme
required to release one pmole of arabinose per minute from wheat arabinoxylan
(10 mg/mL) in sodium phosphate buffer (100 mM) pH 6.0.

RELATIVE RATES OF HYDROLYSIS OF SUBSTRATES:

Substrate %
Wheat Arabinoxylan (7 mg/mL; pH 6;40°C) 100
Xyalanse-treated Wheat Arabinoxylan (7 mg/mL; pH 6;40°C) 90.4
Sugar Beet Arabinan (7 mg/mL; pH 4;40°C) 4.0
p-Nitrophenyl-o-arabinofuranoside (2.5 mM; pH 4; 40°C) 0.095

OTHER ACTIVITIES (as a percentage of a-L-arabinofuranosidase activity):

Enzyme Activity %
endo-o.-L-Arabinanase < 0.0001
endo-B-D-Xylanase < 0.0001

Protein was determined using the Folin/Lowry procedure with BSA as standard.

STABILITY:

Stable at room temperature for > 6 h at pH 6.0. Stable for 2 hours at pH 6.0 and
temperatures up to 50°C. The enzyme is supplied as an ammonium sulphate suspen-
sion in 0.02% (w/v) sodium azide and should be stored at 4°C. Stable for > 2 years at
4°C. On dissolution in buffer, store at -20°C. Stable to repeated freeze-thaw cycles.

REFERENCES:

Van Laere, K.M,J,, Beldman, G. & Voragen, A.G.J. (1997) A new arabinofuranohydrolase from
Bifidobacterium adolescentis able to remove arabinofuranosyl residues from double substituted xylose units
in arabinoxylan. Appl Microbiol. Biotech. 47: 231-235.

Van den Broek, LAM,, Lloyd, R.M., Beldman, G., Verdoes, J.C., McCleary, B.V. & Voragen, A.GJ. (2005)

Cloning and characterization of arabinoxylan arabinohydrolase D-3 (AXH-D3) from Bifidobacterium adoles-

centis DSM20083. Appl Microbiol. Biotech. 67: 641-647.
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Degree of hydrolysis,%

Incubation time, h

Figure I. Hydrolysis of xylanase degraded wheat arabinoxylan by A. niger and
B. adolescentis o-L-arabinofuranosidase.

Xylanase degraded wheat arabinoxylan (5 mL, 2 mg/mL) was incubated with A. A. niger a-L-arabinofuranosidase (500 U
on p-NP-a-L arabinofuranoside) in 100 mM sodium acetate buffer (pH 4.5), or B. B. adolescentis a-L-arabinofuranosidase
(7 U on wheat arabinoxylan) in 100 mM sodium maleate buffer (pH 6.5), or C. A. niger a.-L-arabinofuranosidase (500 U
on p-NP-a-L arabinofuranoside) plus B. adolescentis o.-L-arabino-furanosidase (7 U on wheat arabinoxylan) in 100 mM
sodium acetate buffer (pH 5.0). Aliquots (50 mL) were removed at various time intervals, inactivated by incubation at

100°C for 2 min, and analysed for released L-arabinose with B-galactose dehydrogenase. Degree of hydrolysis was

calculated as L-arabinose released as a percentage of total carbohydrate determined with the phenol-sulphuric acid
procedure.
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Figure 2. SDS-PAGE analysis of a-L-arabinofuranosidase (Bifidobacter sp.)

Electrophoresis was performed using a 10% acrylamide gel.

Lane |, low molecular weight markers (Sigma cat. no. M-3918); lane 2, 5 ug B. adolescentis a.-L-arabinofuranosidase; lane 3,
high molecular weight markers (Sigma cat. no. M-3788).
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Megazyme

o-L-ARABINOFURANOSIDASE from A. niger (Lot 140301a)

E-AFASE 04/15
(EC 3.2.1.55) alpha-L-arabinofuranoside arabinofuranohydrolase
CAZy: GH Family 51

PROPERTIES
l. ELECTROPHORETIC PURITY:

- Single major band on SDS-gel electrophoresis (MW = 62,000)
- Single major band on isoelectric focusing (pl < 3.0)

2, SPECIFIC ACTIVITY:

Substrate Specific Activity
(U/mg protein)

p-Nitrophenyl-a-arabinofuranoside (5 mM, pH 4, 40°C) 32.0
I,5-a-L-Arabinotriitol (5 mM, pH 4, 40°C) 7
Sugar-beet arabinan (5 mg/mL, pH 4, 40°C) 12.6
Wheat flour Arabinoxylan (5 mg/mL, pH 4, 40°C) 0.7
Debranched Sugar-beet arabinan (5 mg/mL, pH 4, 40°C) 0.4

Protein was determined with the Bio Rad Dye Binding procedure (Bradford) with BSA as
standard.

3. CONTAMINATION WITH OTHER ACTIVITIES (%):
endo-Arabinanase < 0.001
B-Xylanase < 0.0l

4, STABILITY:
(2) pH Stability: Stable at room temperature for 20 hr at pH 4.0 to 8.0.

(b) Temperature Stability: Stable for 20 hr at pH 4.0 and temperatures up to 50°C.

The enzyme is supplied in 3.2 M ammonium sulphate containing 0.02% sodium azide and
should be stored at 4°C. On dissolution in buffer, it should be stored at -20°C.

It is stable to repeated freeze/thaw cycles. On lyophilisation in the absence of salt, it can
not be completely redissolved.
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Megazyme

B-D-XYLOSIDASE from S. ruminantium (Lot 100301c)

Recombinant

E-BXSR-3KU 09/16
(EC 3.2.1.37) exo-1,4-B-D-xylosidase; |,4-B-D-xylan xylohydrolase

CAZy: GH Family 43

PROPERTIES:

l. ELECTROPHORETIC PURITY:
- Single band on SDS-gel electrophoresis (MW ~ 61,900)
- Single major band on isoelectric focusing (pl ~ 5.4)

2. SPECIFIC ACTIVITY:
118 U/mg protein at pH 5.3 and 40°C on p-NP-B-D-xyloside

~ 300 U/mg protein at pH 5.3 and 40°C on xylobiose

One Unit of B-xylosidase activity is defined as the amount of enzyme required to
release one pymole of p-nitrophenol (p-NP) per minute from p-nitrophenyl-f3-D-
xylopyranoside (5 mM) in sodium succinate buffer (50 mM), pH 5.3 at 40°C.

3. OTHER ACTIVITIES (as a percentage of -xylosidase activity):

Enzyme Measured Substrate %

B-D-Xylosidase p-NP-B-D-xyloside 100

a-L-Arabinfuranosidase p-NP-o.-L-arabinofuranoside = 7.0
B-L-Arabinosidase p-NP-f-L-arabinopyranoside < 0.0l
a-D-Glucosidase p-NP-o.-D-glucopyranoside < 0.0l
B-D-Glucosidase p-NP-f3-D-glucopyranoside < 0.0l
B-D-Glucuronidase p-NP-B-D-glucuronide < 0.0l
o-D-Xylosidase p-NP-o.-D-xyloside < 0.0l
a-D-Galactosidase p-NP-o.-D-galactopyranoside <0.01
-D-Galactosidase p-NP-B-D-galactopyranoside < 0.0l
a~-D-Mannosidase p-NP-a.-D-mannopyranoside < 0.0l
f-D-Mannosidase p-NP-B-D-mannopyranoside < 0.0l

Action on p-NP-substrates was determined at a final substrate concentration of
5 mM in sodium succinate (50 mM), pH 5.3 at 40°C.

4. RELATIVE RATES OF HYDROLYSIS OF SUBSTRATES:

Substrate Relative Hydrolysis Rate
Xylobiose 100%*

Xylotriose 82
Xylotetraose 65
Xylopentaose 46

Action on oligosaccharide and polysaccharide substrates was determined at a final
substrate concentration of 5 mM and 10 mg/mL, respectively, in sodium succinate buffer
(50 mM), pH 5.3 at 40°C.

* Hydrolysis of xylobiose releases two xylose molecules. This is accounted for in
the calculation of the Relative Hydrolysis Rate.
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8.

PHYSICOCHEMICAL PROPERTIES

pH Optima: 5.0

pH Stability: 5.0-9.0 (> 75% control activity after 24 h at 4°C)
Temperature Optima: 50°C (10 min reaction)

Temperature Stability up to 50°C (diluted with Img/mL BSA)

STORAGE CONDITIONS

The enzyme is supplied as an ammonium sulphate suspension in 0.02% (w/v) sodium
azide and should be stored at 4°C. For assay, this enzyme should be diluted in
sodium succinate buffer (50 mM), pH 5.3 containing | mg/mL BSA. Swirl to mix the
enzyme immediately prior to use.
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REFERENCES:

Jordan, D. B, Li, X-L., Dunlap, C.A.,Whitehead, T. R. & Cotta, M.A. (2007). B-D-Xylosidase from
Selenomonas ruminantium of Glycoside Hydrolase Family 43. Appl. Biochem. Biotechnol. 137-140, 93—104.

Jordan, D. B. & Li, X-L. (2007). Variation in relative substrate specificity of bifunctional 3-D-xylosidase/
o-L-arabinofuranosidase by single-site mutations: Roles of substrate distortion and recognition. Biochimica
et Biophysica Acta 1774, 1192—1198.

Jordan, D. B, Li, X-L., Dunlap, C.A., Whitehead, T. R. & Cotta. M.A. (2007). Structure—function relationships
of a catalytically efficient B-D-xylosidase. Appl. Biochem. Biotechnol. 141, 51-76.

Jordan, D. B. (2008). B-D-Xylosidase from Selenomonas ruminantium: Catalyzed Reactions with Natural and
Artificial Substrates. Appl. Biochem. Biotechnol. 146, 137—149.
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a-D-GLUCURONIDASE from Geobacillus stearothermophilus (Lot 150902a)

Recombinant - Thermostable

E-AGUBS 03/17
Fusion protein of a-D-glucuronidase

(EC 3.2.1.139) alpha-D-glucosiduronate glucuronohydrolase

CAZy: GH Family 67

PROPERTIES

1. ELECTROPHORETIC PURITY:
- Single band on SDS-gel electrophoresis (MW ~ 93,200)
- Broad diffuse band on isoelectric focusing (pl ~ 5.4)

2. SPECIFIC ACTIVITY AND LEVEL OF OTHER ACTIVITIES:
18 U/mg protein (on Aldotriouronic acid) at pH 7.0 and 70°C
13 U/mg protein (on Aldotriouronic acid) at pH 7.0 and 40°C

One Unit of a-D-glucuronidase activity is defined as the amount of enzyme required
to release one pmole of a-D-glucuronic acid per minute from aldotriouronic acid

in MOPS buffer (100 mM) pH 7.0 and 70°C. The assay was peformed using the
o-D-Glucuronidase Assay Kit from Megazyme (Megazyme catalogue code:
K-AGLUA).

3. SPECIFICITY:
Hydrolysis of the a-1,2 glycosidic bond between D-glucuronic acid or its ether
4-0-methyl-D-glucuronic acid and D-xylose residues of xylo-oligosaccharides
(aldo-uronic acids) from xylan.

4. PHYSICOCHEMICAL PROPERTIES:

pH Optima: 7.0

pH Stability: 6.0 - 9.0 (> 75% control activity after 24 hours at 4°C)
Temperature Optima: 70°C (10 min. reaction)

Temperature Stability: up to 70°C (> 90% control activity after |5 min.)

5. STORAGE CONDITIONS:
The enzyme is supplied in 50% glycerol containing 0.02 % (w/v) sodium azide and
should be stored at -20°C. For assay, this enzyme should be diluted in MOPS buffer
(100 mM), pH 7.0 containing 0.5 mg/mL BSA.
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