UNIVERSIDAD NACIONAL DE JAEN

CARRERA PROFESIONAL DE INGENIERIA DE INDUSTRIAS
ALIMENTARIAS

‘-

UNIVERSIDAD NACIONAL
, DE JAEN
“OBTENCION DE XILOOLIGOSACARIDOS APARTIR DE

LA CASCARA RESIDUAL DE CAFE (Coffea arabica)
VARIEDAD CATIMOR?”

TESIS PARA OPTAR EL TITULO PROFESIONAL DE INGENIERO
EN INDUSTRIAS ALIMENTARIAS

AUTOR :  Bach. Iris Paola Roncal Huaman

ASESORES : Dra. Delicia Liliana Bazan Tantalean

Ing. Mg. Sc. James Euler Villar Estrada

LINEA DE INVESTIGACION : LI _IIA_01 - Cuantificacion y
Caracterizacion de Biomoléculas

JAEN - PERU, JULIO, 2024



Reporte de similitud

NOMBRE DEL TRABAJO AUTOR

OBTENCION DE XILOOLIGOSACARIDOS Iris Paola Roncal Huaman
A PARTIR DE LA CASCARA RESIDUAL DE
CAFE (Coffea arabica) VARIEDAD CA

RECUENTO DE PALABRAS RECUENTO DE CARACTERES
14975 Words 78357 Characters

RECUENTO DE PAGINAS TAMARNO DEL ARCHIVO

82 Pages 2.9MB

FECHA DE ENTREGA FECHA DEL INFORME

Jul 3,2024 11:09 AM GMT-5 Jul 3,2024 11:11 AM GMT-5

® 16% de similitud general

El total combinado de todas las coincidencias, incluidas las fuentes superpuestas, para cada
base de datos.

* 14% Base de datos de Internet » 6% Base de datos de publicaciones
» Base de datos de Crossref » Base de datos de contenido publicado de
Crossref

» 14% Base de datos de trabajos entregados

® Excluir del Reporte de Similitud

« Material bibliografico « Coincidencia baja (menos de 15 palabras)

DEJAEN
-
l'iifca:"ifr'm'erq

Resumen



UNIVERSIDAD NACIONAL DE JAEN

Ley de Creacion N° 29304
Universidad Licenciada con Resolucion del Consejo Directivo N° 002-2019-SUNEDU/CD

FORMATO 03: ACTA DE SUSTENTACION

En la ciudad de Jaén, el dia 12 de julio del afio 2024, siendo las 11:00 horas, se reunieron los integrantes del

Jurado:

Presidente: Dra. Maria Alina Cueva Rios

Secretario: Dr. Emesto Hernandez Martinez

Vocal: Dr. Luis Arturo Gil Ramirez, para evaluar la Sustentacion de:

() Trabajo de Investigacion
( X ) Tesis
() Trabajo de Suficiencia Profesional

Titulado: “OBTENCION DE XILOOLIGOSACARIDOS A PARTIR DE CASCARA RESIDUAL DE CAFE (Coffea arabica)
VARIEDAD CATIMOR”.

presentado por la Bach. Iris Paola Roncal Huaman de la Escuela Profesional de Ingenieria de Industrias
Alimentarias.

Después de la sustentacion y defensa, el Jurado acuerda:

() Aprobar () Desaprobar ( X ) Unanimidad ( ) Mayoria
Con la siguiente mencion:

a) Excelente 18,19, 20 ( )

b) Muy bueno 16,17 (/7)

c) Bueno 14,15 ()

d) Regular 13 ()

e) Desaprobado 12 6 menos ( )

. jeo00 - ) o
Siendo las ...... horas del mismo dia, el Jurado concluye el acto de sustentacion confirmando su participacion

con la suscripcion de la presente.

Jaén, 12 de julio de 2024

e

Dra. Maria Alina Cueva Rios

Presidente
L2
Dr. €festo Hernandez Martinez Dr. Luis Arturo Gil Ramirez
Secretario Vocal

Escaneado con CamScanner


https://v3.camscanner.com/user/download

ABREVIATURAS

CRC Céscara residual de café

TH Tratamiento hidrotermal
XOS Xilooligosacaridos

X1 Xilosa

X2 Xilobiosa

X3 Xilotriosa

X4 Xilotetraosa

UF Ultrafiltracion

DF Diafiltracion

NF Nanofiltracion

DBCA Disefo de bloques completamente al azar
HPLC Sistema de cromatografia liquida de alta resolucién
T1 Primer tratamiento

T2 Segundo tratamiento

T3 Tercer tratamiento

T4 Cuarto tratamiento

FL Fraccion liquida

FS Fraccion solida

PUF Permeado de la ultrafiltracion
RUF Retentado de la ultrafiltracion
DR Dilucion del retentado

PDF Permeado de la diafiltracion
RDF Retentado de la diafiltracion
MP Mezcla de permeados

PNF Permeado de la nanofiltracion

RNF Retentado de la nanofiltracion



INDICE

INDICE DE FIGURAS.......cooiimiiieieiisisssteessessis s sssessnens 4
INDICE DE TABLAS ..ottt 6
RESUMEN. ...ttt 7
ABSTRACT ..ttt 8
l. INTRODUGCCION ..o sestesee st es s sn s st st 9
. MATERIAL Y METODOS.......coooieeeeeeeteeeeeeeeee e eeees st en s 12
2.1, LUQAar d€ €JECUCION .......oeirieiiieieieeie et 12
2.2, MALEIIAIES ......ceieieieee e 12
2.3. Poblacion, muestra y MUESLIEO .........cccvevveiieieeiie st re e 14

2.4. Meétodos, técnicas, procedimientos e instrumentos de recoleccion de datos .14

2.4.1.  Obtencion y caracterizacion composicional de la cascara residual de

AT . 15

2.4.3.  Tratamiento hidrotermal para la produccion de XOS...........c.cccccveuee. 18
244,  Variables de eStUTIO ..........cccoiiiiriiiiiiieeie e 25
2.4.5.  Disefio eXperimental ..o 25
2.4.6.  ANALISIS 08 JALOS......ccueiiiiiiiieiieieee s 27

1. RESULTADOS.......cooi ottt sttt st ne et e 28
3.1. Caracterizaciéon quimica de la cascara residual de café ..............ccccoveeeenennnn 28

3.2.  Produccion de XOS mediante tratamiento hidrotermal en reactor Parrde 1 L

y analisis de XOS por HPLC.........coovo oo 29

3.3, Concentracion de fENOIICOS ........eeeee e, 34



3.4.  Composicion de sélidos residuales e hidrolisis enzimatica .............cccevene.. 35

3.5. Purificacion de XOS utilizando membranas ...........ccccooerereineieineneseeen, 37
IV, DISCUSION ....couiimiimeirriseisssis sttt 42
V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES........cccoiieiiiiieieeeee e 46
VI. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........cccooovieiieersieeseresesesessesesssenissnean, 48
DEDICATORIA . oottt e e e et e e aaeeeanes o4
AGRADECIMIENTO ....ceii et e et e e e e nnae e e nee e 55
ANEXOS ..t e e e et e e e nraeearae e 56



INDICE DE FIGURAS

Figura 1 Acondicionamiento de la cascara residual de café (CRC), extraccion solido-liquido
y caracterizacion quimica de CRC libre de extractivos............ccccocveveiiieiecnnsiiennnn 15
Figura 2 Tratamiento hidrotermal de la cascara residual de café...............ccccoevviiiiiiincene, 20
Figura 3 Proceso de ultrafiltracion, diafiltracion y nanofiltracion del extracto de XOS
obtenido del tratamiento hidrotermal..............cccooviiiiiiniiien e 23
Figura 4 Efecto del tratamiento hidrotermal de la cascara residual de café sobre la extraccion
de xilosa (X1), xilobiosa (X2), xilotriosa (X3) y Xilotetraosa (X4) ..........ccccovervnne. 30
Figura 5 Curva de Calibracion acido GaliCo............ccccvveveiiiiiiece e 34
Figura 6 Concentracion de XOS a través del sistema de purificacion de membranas:
ultrafiltraciéon (UF), diafiltracion (DF) y nanofiltracion (NF)...........cccccooeoevvennne. 38
Figura 7 Concentraciones de XOS obtenidas en la ultrafiltracion, diafiltracion y
NANOTIITFACION B T3 ..o 40

Figura 8 Concentraciones de XOS obtenidas en la ultrafiltracion, diafiltracion y

NANOTIIEIACION 0 T4 .o 40
Figura 9 Lavado de 10S granos de Café............cocoeiiiiiiniieee e 56
Figura 10 Beneficio himedo del Cafeé ... 56
Figura 11 Cascara de café lista para secar en estufa...........cccooeovriiniiiniinsnscc e, 57
Figura 12 Cascara de café en proceso de secado @ 50 °C ........ccovvrrieiiiinciinieneneeneseeees 57
Figura 13 Tamices para seleccionar el tamafio de particula de céascara de café...................... 58
Figura 14 Cascara de café seca, molturada y tamizada...........cccccvevveriierieniininneeie e 58
Figura 15 Muestras para el proceso de eXtraCCion ...........c.cooereriririeienie e 59
Figura 16 Bateria soxhlet de extraccion con etanol ..............ccccooiiiiiininennisee s 59
Figura 17 Bateria soxhlet de extraccion con agua destilada ..............ccccovveiiiicnciiincicen 60
Figura 18 Extracto liquido (1 extraccion con etanol y 3 extracciones con agua) ................... 60



Figura 19 Material solido insoluble en etanol y agua, secado en estufaa 60 °C.................... 61

Figura 20 Muestras libres de extractivos se almacend en envases hermeéticos.............c......... 61
Figura 21 Bafio maria de las muestras por triplicado con H2804 al 72% (p/p) cecvevvevievvennann, 62
Figura 22 Autoclave de las muestras por triplicado con H2SO4 al 72% (p/p) covevvevvivivcnnnen, 62
Figura 23 Filtrado utilizando una bomba de VaCiO..........ccccceiieiiiie i 63
Figura 24 Filtrado utilizando bomba de vacio y crisoles Gooch N° 3.........cccccvvevviiievneinene. 63
Figura 25 Analisis de azUcares por HPLC ..........ccoi i 64
Figura 26 Analisis de lignina soluble y fenoles por espectrofotometria UV-Visible ............. 64
Figura 27 Determinacion A€ CENIZAS..........c.eiveieerieiiieieesteeee s e steeeesraesre e e e sre e sneesreeeeanes 65
Figura 28 Dilucion 40 g de muestra/400 mL de agua para el tratamiento hidrotermal .......... 65
Figura 29 Tratamiento hidrotermal en Reactor Parr de 1L .........ccccccovvveviiieiiece e 66

Figura 30 Analisis en HPLC de la fraccion liquida recuperada del tratamiento hidrotermal. 66

Figura 31 Incubadora con agitacion - hidrolisis enzimatica de la fraccion sélida.................. 67
Figura 32 Sistema de filtracion acoplado a una linea de Nitrdgeno ...........ccccooeveveeicieienne 67
Figura 33 Membranas de Ultrafiltracion (color crema) y Nanofiltracion (color lila)............. 68
Figura 34 Proceso de ultrafiltracion, diafiltracion y nanofiltracion ...............cccccoovveviveienennn, 68
Figura 35 Fraccion retenida (oscuro) y fraccion permeada (claro) en laNF ............ccoeeee. 69
Figura 36 Analisis de la concentracion de azlcares y XOS en HPLC.........ccccoveieiviiiiinnnn 69
Figura 37 Cromatogramas de las concentraciones detectadas por HPLC............ccccoovieinennn. 70



INDICE DE TABLAS

Tabla 1 Descripcion de las variables de eStUdIO.........ccocveiieieiieiie e 26
Tabla 2 Descripcion del DBCA 'y sus factores del tratamiento hidrotermal ................c.c....... 27
Tabla 3 Descripcion del DBCA 'y sus factores del sistema de filtrado con membranas.......... 25
Tabla 4 Caracterizacion quimica de la cascara residual de café libre de extractivos.............. 28
Tabla 5 Analisis de Varianza para Xil0Sa..........cccevveiiiiieiiciece e 31
Tabla 6 Analisis de Varianza para XilobioSa ............ccccveiiiiiiicic e 32
Tabla 7 Analisis de Varianza para XilotrioSa............cccveieiieiecic i 33
Tabla 8 Analisis de Varianza para XilotetraoSa ..........cccocvveiieieciieiiee i 33
Tabla 9 Cuantificacion de compuestos feNOIICOS .........cccvevieieiiiiieceee e 35
Tabla 10 Caracterizacion quimica de 10s residuos SOlIdOS...........ccceveevieiiiireeiecccece e, 36
Tabla 11 Azucares liberados en la hidrolisis enzimética de 10s SOHdOS...........ccccvvrveieinnnen, 37
Tabla 12 Analisis de Varianza para XilotriOSa..........c.ccveveiieieciieiecse e 39



RESUMEN

La cascara residual de café (Coffea arabica), variedad catimor, un subproducto
lignocelulosico que representa el 40% del grano durante el beneficio humedo, se
evaluo para determinar las mejores condiciones de produccién de xilooligosacaridos
(XOS). Los XOS son oligosacaridos lineales de D-xilosa unidos por enlaces
glicosidicos /-1,4, incluyen xilosa (X1), xilobiosa (X2), xilotriosa (X3) y xilotetraosa
(X4). Los XOS con menos de cuatro mondémeros son importantes como prebi6ticos.
Se plante6 un tratamiento hidrotermal a 180 °C y 10 bar de presion en un reactor Parr,
seguido de purificacion y concentracion mediante membranas poliméricas de
ultrafiltracion y nanofiltracion. Se obtuvieron 14 g/kg de X2 a los 60 minutos, 0.70
g/kg de X3 a los 45 minutos y 3.67 g/kg de X4 a los 30 minutos. Con la adicion de
acido citrico al 7% (p/p) en el tratamiento hidrotermal, se logré 16 g/kg de X1 a los
30 minutos y 7 g/lkg de X2 a los 15 minutos. La purificacion con membranas
poliméricas, permitio obtener 6.22 g/L de X1y 5.03 g/L de XOS (X2, X3y X4). Estos
resultados muestran que la cascara residual de café es una fuente prometedora para la

produccion de biomoléculas valiosas, destacando su potencial econémico.

Palabras clave: cascara de café, xilano, hemicelulosa, xilooligosacéridos, prebidtico.



ABSTRACT

Residual coffee (Coffea arabica) husk, catimor variety, a lignocellulosic by-
product that represents 40% of the bean during wet milling, was evaluated to
determine the best conditions for xylooligosaccharides (XOS) production. XOS are
linear D-xylose oligosaccharides linked by /3-1,4-glycosidic bonds, include xylose
(X1), xylobiose (X2), xylotriose (X3) and xylotetraose (X4). XOS with less than four
monomers are important as prebiotics. Hydrothermal treatment at 180 °C and 10 bar
pressures in a Parr reactor was considered, followed by purification and concentration
by ultrafiltration and nanofiltration polymeric membranes. 14 g/kg of X2 was obtained
at 60 min, 0.70 g/kg of X3 at 45 min and 3.67 g/kg of X4 at 30 min. With the addition
of 7% (w/w) citric acid in the hydrothermal treatment, 16 g/kg of X1 at 30 minutes
and 7 g/kg of X2 at 15 minutes were achieved. Purification with polymeric membranes
yielded 6.22 g/L of X1 and 5.03 g/L of XOS (X2, X3 and X4). These results show
that residual coffee husk is a promising source for the production of valuable
biomolecules, highlighting its economic potential.

Keywords: coffee husk, xylan, hemicellulose, xylooligosaccharides, prebiotic.



l. INTRODUCCION

El café (Coffea ardbica) representa el 70% de café en el mundo, es la variedad
mas cultivada y consumida en Ameérica del Sur; de hecho, actualmente solo el café
arabica (Coffea arabica) y café robusta (Coffea canephora) tienen un valor econémico
importante (Batista y de Souza, 2016). El Instituto Nacional de Estadistica e
Informatica (2023) reportd que a nivel nacional la produccion de café totaliz6 82 734
toneladas. El arabica tiene una calidad superior debido a la sintesis de compuestos que
brindan caracteristicas sensoriales apreciables durante el proceso de tostado (Atabani
et al., 2019). El procesamiento del café ardbica generalmente emplea el beneficio
himedo, excepto en paises como Brasil, Etiopia y Yemen, donde el despulpado se
realiza mediante una maquina despulpadora que exprime las cerezas entre superficies
fijas y mdviles, eliminando por un lado la cascara (la piel exterior y el mesocarpio),
obteniendo los granos de café, envueltos en su cubierta de pergamino mucilaginoso
(Batista y de Souza, 2016). Rebollo-Hernanz et al. (2021) indicaron que la céscara
residual del café contiene la piel (pericarpio), la pulpa (mesocarpio), una fraccién de

mucilago (capa de pectina), y partes de pergamino debido al despulpado.

Respecto al aprovechamiento del grano del café durante el beneficio humedo,
apenas el 60% del grano es utilizado; por tanto, los excedentes como la piel exterior,
pulpa y mucilago terminan generando residuos agroindustriales (Fernandez-Cortés et
al., 2020). La valorizacién de estos subproductos seria una forma innovadora y
ecologica de contribuir al desarrollo sostenible y promover el uso de fuentes
alternativas de compuestos bioactivos con valor en el mercado (Bondam et al., 2022).
Estos compuestos tienen el potencial de ser utilizados como alternativas en la
produccion de metabolitos importantes para la industria de alimentos. Las principales
aplicaciones del café y subproductos estan asociadas a su estructura y composicion
quimica, debido a la economia circular, la transformacion y valorizacién de los
principales subproductos de su cultivo y preparacion (cascara de café, cascarilla o
pergamino de café y sobras de café como el mucilago) estdn inspirando a

investigadores de todo el mundo (Duran-Aranguren et al., 2021).

Entre las diversas alternativas de valorizacion, en madltiples estudios

reportaron la obtencién de xilooligosacaridos (XOS) a partir de materiales



lignocelulosicos. Los XOS son oligomeros con xilosa en su cadena estructural, dentro
de ellos se encuentran las formas (X2-xilobiosa, X3-xilotriosa, X4-xilotetraosa, etc.),
estos son considerados prebidticos emergentes debido a sus efectos en la estimulacion
selectiva de especies probioticas como Bifidobacteria y Lactobacillus (Palaniappan et
al., 2021). Las caracteristicas de los carbohidratos aumentan su atractivo industrial,
como su estabilidad quimica térmica, resistencia a los acidos, bajo contenido calorico
y capacidad edulcorante, estas caracteristicas hacen que los XOS sean complementos
ideales como aditivos para producir alimentos funcionales (Santibafiez et al., 2021).

La principal alternativa para la obtencion de XOS, es a partir de la hidrolisis
de la fraccion de hemicelulosa de biomasas lignocelulésicas, mediante procesos o
tratamientos quimicos, hidrotérmicos y enzimaticos (Dilas-Jiménez y Cernaqué,
2021). Monteiro et al. (2021) afirman que el tratamiento hidrotermal es una interesante
tecnologia de biorrefineria para convertir biomasa lignocelulésica en biocompuestos.
Cebin et al. (2021) y Avila et al. (2020) explican que en el tratamiento hidrotermal se
emplea agua como solvente de extraccion, seguidamente se somete la mezcla a
condiciones de temperaturas y presiones elevadas, convirtiéndolo en un proceso
sustentable y eco-amigable. Ratnadewi et al. (2020) reportaron la extraccién de xilano
a partir de la cascara de café y su utilidad para la produccion de XOS, mediante
hidrélisis enzimatica utilizando endo-/i-1,4-d-xilanasa. Ademas, afirmaron que la
cascara residual de café (CRC) poseen un 85% de fibra, la cual estd mayormente
constituida por celulosa y hemicelulosa, esta Gltima es un heteropolisacarido que
conforma la estructura de las células vegetales, donde el xilano actGa como su
polimero constituyente. En ese sentido, Poletto et al. (2020) afirmaron que es posible
obtener XOS con bajo grado de polimerizacion entre 2 y 6 utilizando condiciones

hidrotermales, necesario para la funcion prebidtica.

Rosas et al. (2023) reportd la produccion de XOS mediante tratamiento
hidrotermal de la fraccion de hemicelulosa a partir del tallo de la quinua, obteniendo
XOS, con un 7.9% del total en xilobiosa y 7.6% de xilotriosa, respecto a la fraccion
de hemicelulosa. Corrales et al. (2023) reportaron la produccion de XOS a partir de la
cascara de arroz, realizando tratamiento hidrotermal para ello, utilizaron un reactor
Parr agitado de 1 L, obtuvieron 1.21 g/L de xilosa 'y 2.43 g/L de XOS (X2-X6). Rosas

et al. (2023) y Corrales et al. (2023) indicaron que previo al tratamiento hidrotermal
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realizaron un proceso de extraccion solido-liquido, para extraer los compuestos
solubles en agua y etanol del material bioldgico que estudiaron. Posterior al
tratamiento hidrotérmico, purificaron el extracto de XOS, utilizando membranas
poliméricas de ultrafiltracion (UF) y nanofiltracién (NF), recuperaron un total del 70%
de XOS del residuo de quinoa y un total de 85% de XOS de la cascara de arroz,
respectivamente. Rosas et al. (2023) afirman que diversos factores influyen en el
proceso de purificacion, como la dispersién del tamafio de poro de las membranas, las
condiciones operativas de filtracion, la temperatura y la presion que requieren ser
estudiados a fin de optimizar el proceso. Segun Pinales-Marquez et al. (2021) y Corim
y Gabardo (2021) el procesamiento de biomasa lignocelulosica es un potencial como
fuente prebidtica, con importancia social, econémica y ambiental. De hecho, el
presente trabajo de investigacion estaria alineado con al menos dos de los 17 objetivos
de desarrollo sostenible planteados por la Organizacién de las Naciones Unidas para
conseguir un futuro sostenible (“fin de la pobreza™, y “ciudades v comunidades

sostenibles™).

Bajo este enfoque, el presente proyecto tuvo como objetivo general determinar
las mejores condiciones de produccion de XOS a partir de la cascara residual de café
variedad catimor para posterior uso como prebidtico en la industria de alimentos, para
ello se plantearon tres objetivos especificos i) caracterizar la cascara de café, en sus
principales componentes como celulosa, hemicelulosa, lignina, extractivos y cenizas,
i) estudiar el efecto del tratamiento hidrotermal para la produccion de XOS, respecto
al tiempo y a la presencia de &cido citrico, y iii) concentrar la fraccion liquida obtenida
del tratamiento hidrotermal a través de las membranas poliméricas de ultrafiltracion y

nanofiltracion.
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2.1.

2.2.

2.2.1.

2.2.2.

Il.  MATERIAL Y METODOS

Lugar de ejecucion

El proyecto se ejecuté en el Laboratorio de Tecnologia de Alimentos de la
Escuela Profesional de Ingenieria de Industrias Alimentarias de la Universidad
Nacional de Jaén- Jaén, en colaboracion con el Laboratorio de Postcosecha de la
Facultad de Ingenieria de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional Toribio
Rodriguez de Mendoza - Amazonas, y el Laboratorio de Bioprocesos de la
Universidad Catolica de Santa Maria - Arequipa.

Materiales

Material biol6gico

El material biolégico utilizado fue la cascara residual de café (CRC)
variedad catimor, la cual se obtuvo de las fincas ubicadas en los siguientes caserios;
Las Sidras ubicado en La Coipa (San Ignacio), El Laurel, ubicado en Las Pirias

(Jaén) y Santa Fé (Jaén).

Reactivos

Los reactivos utilizados fueron de grado analiticos y controlados que fueron
adquiridos de Merck Peru, como:

- Acido sulfarico (H2S0s) 72% (marca - Emsure®)

- Carbonato de sédio (Na=COs) (marca - Emsure®)

- Acido citrico (CsHsO-) (marca - Emsure®)

- Fosfato disodico (Na:I1P04) (marca - Emsure®)

- Estandares de alta pureza: D-celobiosa, D (+) glucosa, D (+) xilosa, D
(+) galactosa. (marca - Supelco)

- Estandares de XOS (xilosa, xilobiosa, xilotriosa, xilotetraosa) (marca -
Supelco)

- Alcohol de 96 % (marca - Hersil)

- Acetonitrilo (CHsCN) de grado HPLC (marca - Supelco)

- Enzima Cellic® CTec2 (Novozymes - Supelco)

12



2.2.3. Materiales de laboratorio

- Matraces (250 mL, 500 mL y 1000 mL)

- Probetas (50, 100, 250, 500 y 1000 mL)

- Tubos de ensayo (5, 10y 25 mL)

- Matraz Kitasato (1 litro)

- Vasos precipitados (50, 100, 250, 500 y 1000 mL)

- Fiolas (100, 200 y 500 mL)

- Crisoles de porcelana

- Desecador (2.5L1)

- Filtros de celulosa (MF-Millipore™)

- Filtros de jeringa PES estéril (Menbrane solutions)

- Viales estériles para HPLC (Menbrane solutions)

- Micropipetas de 20 y 200 uL (Transferpette - ddbiolab)

- Micropipetas de 1 y 5 mL (Transferpette - ddbiolab)

- Celdas rectangulares de cuarzo Spectrosil 10 mm (VWR)

- Precolumnay columna de carbohidratos para HPLC (marca - Thermo
Scientific).

2.2.4. Aparatos y equipos

- Balanza analitica (marca-PCE/BSH)

- Medidor de humedad, modelo MA35 (marca — Sartorius)

- Estufa (marca — ENXIN)

- Bafio Maria (marca - WITEG)

- Autoclave (marca - WITEG)

- Licuadora (marca - osterizer)

- Bateria soxhlet (marca - Tecnal)

- Lspectrofotometro GENESYS™ 180 UV-Vis (marca - Thermo Fisher
Scientific)

- Bomba de vacio para filtracion (marca - Millipore)

- Mufla (marca - Thermo Fisher Scientific)

- Equipo Reactor Parr de 1 L (marca - Parr Instrument)

- Potenciometro pH (marca - OAUS)

- Agitador (marca - Vortex)
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2.3.

2.3.1.

2.3.2.

2.3.3.

2.4.

- Sistema de Filtracidn con Linea de Nitrégeno (marca — Pressure Rating)
- Sistema de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) (marca —
Thermo Scientific).

- Incubadora con agitacion (marca - LBX S50L)

Poblacion, muestra y muestreo

Poblacion
La cascara residual de café variedad catimor se obtuvo de las fincas ubicadas
en los siguientes caserios: Las Sidras (San Ignacio), El Laurel (Jaén) y Santa Fé
(Jaén).

Muestra

Estuvo constituida por 20 kg de céscara residual de café, la cual fue
procesada para obtener material hemicelulosico, potencial sustrato para la
produccion de XOS.

Muestreo
Se empleo la técnica de muestreo no probabilistico, de tipo muestreo por

conveniencia, donde se empled la cascara residual de café como material bioldgico.

Meétodos, técnicas, procedimientos e instrumentos de recoleccidn de datos

El procedimiento experimental para la obtencion de XOS a partir de la CRC,
inicié con la seleccidn, acondicionamiento del sub producto, y obtencion de la
biomasa libre de extractivos mediante extraccion solido-liquido; posteriormente,
se realiz6 la caracterizacion quimica tal como se describe en la Figura 1. La
biomasa libre de extractivos se sometié a tratamiento hidrotermal (TH) para
analizar la concentracion de XOS, a través de la técnica de HPLC. La fraccion
liquida recuperada del tratamiento hidrotermal se purificO en un sistema de

membranas y la fraccion solida, se sometid a hidrolisis enzimatica.
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Figura 1

Acondicionamiento de la cascara residual de café (CRC), extraccion solido-

liquido y caracterizacion quimica de CRC libre de extractivos

Cascara residual de café

)

Seleccién

\ 4
Acondicionamiento

\ 4
Molturado

Extraccion

'

Secado

!

Hidrolisis acida

2.4.1. Obtencidn y caracterizacion composicional de la cascara residual de café

Obtencion de la cascara residual de café

Posterior al beneficio himedo la céascara residual de café fue
seleccionada y sometida a un proceso de secado (Figura 11) en estufa (camara
de secado directo) a 50 °C durante 22 horas aproximadamente, hasta que su
humedad alcanz6 10% (Figura 12), posteriormente, fue molturada en un molino
manual y una licuadora, para reducir su tamafio de particula; finalmente, se
utiliz6 tamices para homogenizar el material (Figura 13) a un tamafio de
particula de entre 850 um (N° 20) y 1.4 mm (N° 14), las muestras se

almacenaron en envases herméticos (Figuras 14).

15



- Extraccion solido-liquido de la cascara residual de café

Inicialmente, se pesaron 12 muestras de 15 g, y se utiliz6 150 mL de
solvente por muestra (Figura 15). Para ello se utiliz dos baterias soxhlet de seis
piezas como se observa en las Figuras 16 y 17, empleando etanol al 96% y agua
destilada como solventes. Cada muestra fue sifonada durante 2h con etanol y 6h
con agua destilada, cada 2h se renovaba el solvente. El proceso de extraccion
solido-liquido implico la eliminacion de los colorantes y compuestos naturales
solubles, tal como se muestra en la Figura 18. Posteriormente, la biomasa libre
de extractivos, se secO en una estufa a 50 °C durante 6 horas, hasta alcanzar una
humedad final del 10% (Figura 19). Finalmente, fue almacenada en envases
herméticos para la siguiente etapa de la caracterizacion quimica como se

observa en la Figura 20.

2.4.2. Caracterizacion quimica de la biomasa: contenido de celulosa, hemicelulosa y
estimacion del contenido de lignina soluble e insoluble en &cido.

La caracterizacion quimica de la cascara residual de café se llevd a cabo
siguiendo el procedimiento establecido por el Laboratorio Nacional de Energia
Renovable, descrito por Sluiter et al. (2012) en el cual detallan los métodos para

determinar carbohidratos estructurales y lignina en biomasa.

- Hidrodlisis &cida en dos etapas

De acuerdo con Wang et al. (2009) la hidrélisis &cida de dos etapas permite
fraccionar la biomasa para su cuantificacion mediante espectrofotometria UV-
Visible y HPLC. En la primera etapa, se pesaron 0.3 g de muestra de la CRC libre
de extractivos por triplicado, se colocaron en tubos de ensayo y se afiadieron 3 mL
de &cido sulfurico al 97 % (v/v), los cuales mantuvieron a 30 °C en un bafio maria
durante 1:30 hora con agitacion constante cada 5-10 minutos, como se muestra en

la Figura 21.

La segunda etapa comenzo al concluir el tiempo de reaccion, y el contenido
precipitado de los tubos se vertieron a matraces Erlenmeyer (100 mL), al cual se le
adicion6 84 mL de agua destilada. Luego, las muestras se sometieron a autoclave

por 1 hora a 121°C para llevar a cabo la segunda hidrolisis de los carbohidratos
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(Figura 22). Posteriormente, las muestras se dejaron enfriar y se filtraron en crisoles
Gooch N° 3, utilizando una bomba de vacio como se observa en las Figura 24. El
sobrenadante filtrado (fraccion liquida) se emple6 para el analisis de azlcares por
HPLC como se muestra en la Figura 25 y la determinacion de lignina soluble
mediante espectrofotometria UV-Visible a una longitud de 240 nm. Se utilizaron
celdas de cuarzo que contenian una dilucion de 1/10, es decir, 0.5 mL de muestra y
4.5 mL de agua destilada, empleando agua destilada como blanco como se observa
en la Figura 26. La fraccion solida retenida en los crisoles Gooch se secO durante
cinco horas a 105 °C en una mufla, se observa en la Figura 27 y se peso para estimar
el contenido de lignina insoluble por diferencias de masas; para calcular los
componentes de interés se aplicé las siguientes formulas, siguiendo la metodologia

propuesta por Sluiter et al. (2012):

_ Xaps *V * D
% Lignina Soluble = ——— % 100
Ex Mg * F,

muestra insoluble
m, * 100

% Lignina Insoluble =

X+ A=V =*0.88

*100
Wmuestra(l - O/OH)

% Hemicelulosa =

G*V +0.90
% Celulosa = ——  « 100
mS

Donde:

Xaps = promedio de absorbancia
V =volumen (L)

D =10 (dilucion)

€ = 25 (constante de absortividad)
M, = masa en base seca

F.= 1 (factor de cuarzo)

X = xilosa
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A = arabinosa

G = glucosa

%H = Promedio porcentaje de humedad
Factor de hemicelulosa = 0.88

Factor de celulosa = 0.90

- Determinacion de cenizas

El residuo insoluble obtenido en los crisoles Gooch N°3, resultante de la
caracterizacion quimica fue sometido a calcinacion en una mufla a 500 °C
durante 6 horas para determinar el contenido de cenizas como se observa en la
Figura 27. Los resultados de las cenizas obtenidas se utilizaron para ajustar el

contenido de lignina en el material.

Se determind el contenido de cenizas de la CRC deshidratada y molida.
Se colocé esta biomasa en un crisol de porcelana, en cantidades que oscilaban
entre 0.3 y 0.5 gramos, y se expuso a una temperatura de 575 °C en una mufla
durante un periodo de 2 horas. La cantidad de cenizas se calcul6 mediante la
diferencia entre la masa inicial y la final de los crisoles. Ambos analisis de
determinacion de cenizas se llevaron a cabo siguiendo la metodologia propuesta
por Sluiter et al. (2012).

2.4.3. Tratamiento hidrotermal para la produccion de XOS
- Tratamiento realizado en reactor Parrde 1 L

La CRC libre de extractivos se sometio a un tratamiento hidrotermal
utilizando un reactor presurizado de tanque agitado de 1 L (Modelo 4536, Parr
Instrument Company, EE.UU.) como se observa en la Figura 29. En esta etapa
se llevaron a cabo 4 tratamientos (T1, T2, T3y T4). En el primer tratamiento
(T1), se emplearon 40 g de CRC, los cuales se diluyeron en 300 mL de agua
destilada. A los 30 minutos de proceso, se afiadieron 100 mL de agua adicionales
de agua, alcanzando un volumen total de 400 mL. En el segundo tratamiento
(T2), se utilizaron 40 g de CRC diluidos en 800 mL de agua destilada. En el
tercer tratamiento (T3), se emplearon 40 g de CRC diluido en 400 mL de agua
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destilada. En el cuarto tratamiento (T4) se pes6 40 g de CRC y se le afiadio acido
citrico al 7% (p/p) de la masa de la muestra en gramos, y diluyéndose en 400
mL de agua destilada, en todos los tratamientos se diluyé como se observa en la
Figura 27. Se evalud el tiempo de proceso (15, 30, 45, 60 min) manteniendo una
temperatura de 180 °C, la velocidad de agitacion de 120 rpm y la velocidad de

calentamiento estuvo fijada en 3 °C/min en todos los tratamientos.

El tiempo de tratamiento hidrotermal se consider6 desde que el reactor
Parr alcanzo la temperatura de proceso, es decir 180 °C. Se extrajo una alicuota
de un mL de la mezcla dentro del reactor cada 15 minutos, a excepcion del T1,
donde se extrajeron una alicuotas a los 30 y 60 minutos. En todos los
tratamientos se extrajo una alicuota, se centrifugd por 5 minutos y se filtro
utilizando un millex de 0.20 um, como se observa en las Figura 25. Luego, se
evalud el efecto del tiempo de tratamiento sobre la produccion de XOS en el
equipo HPLC tal como se muestra en la Figura 36. Después del hidrotermal, el
reactor se dejo enfriar durante 5 minutos hasta que la presion interna absoluta se
redujo a una atmosfera. Finalmente, la fraccion liquida y la fraccién solida
insoluble al hidrotermal se separ6 utilizando papel filtro para el anlisis de XOS.
La fraccion liquida de T3 y T4 fueron seleccionados para la purificacion por
membranas, debido a su mayor contenido en X2 y X3 en el analisis de HPLC

posterior al hidrotermal, como se detalla de manera general en la Figura 2.
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Figura 2

Tratamiento hidrotermal de la cascara residual de café

Componentes:

i Anélisis en HPLC - Xilosa
::,rac_glon — - Xilobiosa
fquida e i o
qf— Purificacion por Xilotriosa

membranas - Xilotetraosa
:] }—< B Componentes:
i - Hemicelul
Caracterizacion emicelulosa
quimica - Celulosa
- Lignina soluble
™ Liberacion de azUcares:
Fraccién - Celobiosa
solida Hidrolisis enzimatica 4 - Glucosa
- Xilosa
- Arabinosa

- Caracterizacion quimica de la fraccion solida del tratamiento

hidrotermal

La caracterizacién quimica de los residuos sélidos obtenidos del proceso
hidrotermal se llevo a cabo siguiendo los procedimientos descritos por Sluiter
et al. (2012). Los solidos analizados correspondientes a los tratamientos T2, T3
y T4, se caracterizaron por triplicado. Se pesaron 0.3 g de sélidos utilizando
tubos de ensayo y sc anadié 3 mL de H-SO4 al 97% y se mantuvo a 30°C en
bafio maria por 1:30 hora (Figura 21). Posteriormente, se traspasé a matraces de
100 mL y se afadio 84 mL de agua destilada. Luego, se llevaron a autoclave a
121°C por 1 hora (Figura 22). Tras el enfriamiento, se filtraron en los crisoles
Gooch N° 3 (Figura 24). La fraccion liquida recuperada se analizd en
espectrofotometro a 240 nm y medir los componentes de interés que aun pudiera
contener, como la lignina soluble en acido y el contenido de azlcares, que
fueron analizados por espectrofotometria y HPLC, respectivamente. Para

calcular los componentes de interés se aplicé las siguientes férmulas:
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% Hemicelulosa = (X + A * 0.88) = 1000

% Celulosa = (G = 0.90) * 1000

_— Xaps ¥V = D
% Lignina Soluble = YT * 100
€ * S * C
Donde:
X = xilosa
A = arahinosa
G = glucosa

Factor de hemicelulosa = 0.88

Factor de celulosa = 0.90

Xaps = promedio de absorbancia

V = volumen (L)

D =10 (dilucion)

€ = 25 (constante de absortividad)

m, = masa en base seca

F.= 1 (factor de cuarzo)
Hidrdlisis enzimatica de la fraccion sélida del tratamiento hidrotermal

El residuo solido resultante se sometiéo a un proceso de hidrolisis
enzimatica. Se peso 1g de residuos solidos de cada muestra (T2, T3y T4) en
una solucion de citrato de sodio a 50 mM con un pH de 4.8, en una proporcion
de 20 mL de solucion. Se empled una mezcla de enzimas Cellic® CTec2, con
una concentracion de enzimas de 20 FPU/g, 50 °C fue la temperatura de
reaccion en la incubadora y una velocidad de agitacion de 150 rpm, durante un
periodo de 24 horas, para lo cual se emple6 una incubadora con agitacion como

se observa en la Figura 31. El rendimiento de la hidr6lisis enzimatica de la

celulosa se evalud calculando la cantidad de glucosa liberada durante el proceso
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enzimatico en comparacion con la cantidad total de glucosa liberada tras una
hidrolisis quimica completa, siguiendo la metodologia reportada por Sluiter et

al. (2012), los componentes se determinaron en HPLC.

Purificacion de XOS por tecnologia de membranas

Los hidrolizados de los tratamientos T3 y T4, obtenidos después de 60
minutos del tratamiento hidrotermal, fueron sometidos de manera independiente
a ultrafiltracion (UF), diafiltracion (DF) y nanofiltracion (NF), utilizando un
sistema de filtracion equipado con una celda Sterlitech, acoplado a una linea de
nitrégeno, como se observa en la Figura 32. La fraccion liquida (hidrolizado),
se ajustd el pH de 8 a 6.5 y se sometid a UF a una presion de 25 bar y 500 rpm
utilizando una Membrana Microdyn Nadir, con un peso molecular nominal de
10 kDa. El retentado obtenido en la UF se someti6 a DF, diluyendo previamente
con agua destilada (1:1 v/v) para el filtrado, se utiliz6 la misma membrana
nominal de 10 kDa y las mismas condiciones de la UF. Posteriormente, los
permeados (moléculas de menor tamafio que atravesaron la membrana)
obtenido en la UF y DF se mezclaron, y luego se ajusté el pH a 4.5; finalmente,
se sometié a un proceso de NF (30 bar, 400 rpm) para lo cual se utiliz6 la
membrana de ldmina plana Microdyn Nadir de 150 Da, como se observa en la
Figura 33. En la fraccion retenida (retentado) posterior a la NF se obtiene un
extracto rico en XOS como se muestra en la Figura 34. El proceso de filtracion

se detalla en la Figura 3.
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Figura 3

Proceso de ultrafiltracion, diafiltracion y nanofiltracion del extracto de XOS

obtenido del tratamiento hidrotermal

Fraccion liquida A oua destilada

pH 6.5 — , ,—l
FL. ‘

DR

RUF
UF

|

Ultrafiltracion 10 KDa, pH 6.3, 25 bar, 500 rpm

PUF PDF
— MP |
= NI —
= RNT
= PNF
z

Nota. Fraccion liquida (FL), permeado de la ultrafiltracion (PUF), retentado de la
ultrafiltracion (RUF), dilucion del retentado (DR), permeado de la diafiltracion (PDF),
retentado de la diafiltracion (RDF), mezcla de permeados (MP), permeado de la

nanofiltracion (PNF), retentado de la nanofiltracion (RNF).

- Analisis de XOS por HPLC

Las fracciones retenidas y permeadas en las membranas de UF y NF,
fueron analizadas con la técnica de separacion de componentes. La
cuantificacion de XOS se llevé a cabo utilizando una columna HPX-87H (300 x

7.8mm) y una precolumna HyperREZ Carbohydrate H*. Las condiciones fueron

23



las siguientes: temperatura de columna de 45 °C, temperatura del horno 75 °C,
agua milli Q como fase mavil, velocidad de flujo de 0.6 mL/min y volumen de
inyeccion de 20 pl. El equipo HPLC se sincroniz6 con el software
cromatografico CROMIN para determinar e indicar a través de cromatogramas

las concentraciones de los componentes, como se observa en la Figura 37.

- Analisis del contenido de compuestos fenolicos totales

Para determinar los compuestos fenolicos en los diferentes extractos, se
realizo siguiendo la metodologia de Folin-Ciocalteu de Singleton y Rossi,
(1965) descrita por Waterhouse (2002) en la que detalla la determinacion de
los fenoles totales. Inicialmente, se prepard una solucion donde se tomé 0.5 mL
de la muestra hidrolizada y se mezclé con 0.25 mL de reactivo de Folin diluido
a0.1 N (proporcion de 1 parte de reactivo de Folin por 1 parte de agua destilada).
Luego, se afiadieron 1.25 mL de carbonato de sodio con una concentracién de
75 g/L y se agito vigorosamente utilizando un Vortex. La mezcla resultante se
dejo en completa oscuridad durante 30 minutos. Posteriormente, se realizo la
medicién utilizando un espectrofotometro UV-visible de la marca

ThermoScientific, a una longitud de onda de 755 nm.

Curva de calibracion de fendlicos: Y = 0.0349X — 0.0045

Promedio Abs (Y)+0.0045
0.0349

., L) myg
Concentracién de fenolicos (—) =
g

24



2.4.4. Variables de estudio

Tabla 1

Descripcion de las variables de estudio

ETAPAS INDEPENDIENTES DEPENDIENTES
Variable Unidades Variable Unidades

Caracterizacion Concentracion de Contenido de:

quimica 1 H2S04 mL Celulosa a/g
Hemicelulosa
Lignina
Cenizas

Tratamiento Tiempo de hidrotermal min Concentracion a’kg

hidrotermal Cantidad de solido solido/liquido  de XOS

Caracterizacion Concentracion de mL Contenido de:

guimica 2 H2S0: Celulosa g/mL
Hemicelulosa

Ligninasoluble

Hidrolisis Concentracion de Contenido de:
enzimatica enzimas Cellic CTec2 FPU/g Celobiosa
Glucosa g/L
Xilosa
Arabinosa
pH
Purificacion en Tipo de filtracion:
Membranas Ultrafiltracion (UF) kDa Concentracion g/L
Diafiltracion (DF) kDa de XOS
Nanofiltracion (NF) Da

2.4.5. Diseio experimental

El disefio experimental fue ANOVA para un disefio de bloques completamente
al azar (DBCA) con arreglo factorial de A x B donde (A) corresponde a los cuatro
tratamientos del proceso hidrotermal; T1, T2, T3y T4y (B) hace referencia a los tiempos
de tratamiento; 15 min, 30 min, 45 min y 60 min. Adicional a esto, se realizaron

comparaciones individuales para cada tratamiento mediante Tukey como se muestra en
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la Tabla 2. Asimismo, se analiz6 los resultados de la UF, DF y NF de T3y T4, en funcion

a la concentracion de XOS, como se muestra en la Tabla 3.

Tabla 2

Descripcion del DBCA y sus factores del tratamiento hidrotermal

Factor A Factor B
Tratamientos Tiempo hidrotermal (minutos)
30
T1 60

15

30
T2 45

60

15

30
T3 45

60

15

30
T4 45

60

Nota. Del factor A se extrajo una alicuota de la fraccién liquida en un tiempo de

tratamiento especifico (factor B) para analizar la concentracion de XOS.
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Tabla 3

Descripcion del DBCA y sus factores del sistema de filtrado con membranas

(A) Tratamientos (B) Proceso de UF, DF y NF

FL
PUF
T3 RUF
DR
T4 PDF
RDF
MP
PNF
RNF

Nota. La fraccidon liquida (FL) de T3 y T4 fueron elegidas para el proceso de filtracion,
del factor A se extrajo una alicuota en cada proceso de filtrado (factor B), para analizar
la concentracion de XOS; es decir, se analiz6 el permeado de la ultrafiltracion (PUF),
retentado de la ultrafiltracion (RUF), dilucion del retentado (DR), permeado de la
diafiltracion (PDF), retentado de la diafiltracion (RDF), mezcla de permeados (MP),

permeado de la nanofiltracion (PNF), retentado de la nanofiltracion (RNF).

2.4.6. Andlisis de datos

El analisis de datos se desarroll6 mediante un disefio de bloques completamente
al azar (DBCA), a través de un analisis de varianza y la prueba de maltiples rangos por
tratamiento fue mediante Tukey a un nivel de confianza del 95% para cada componente
como Xxilosa, xilobiosa, xilotriosa, xilotetraosa, compuestos fendlicos, celobiosa,
hemicelulosa, celulosa y lignina soluble. Donde la variable de bloqueo fue el tipo de
tratamiento (T1, T2, T3y T4), y los niveles se interpretaron como el tiempo hidrotermal.
Todas las respuestas medidas a través de los diferentes analisis fueron evaluados

mediante el software estadistico Statgraphics version 16.1.1.
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3.1.

I11.  RESULTADOS

Caracterizacion quimica de la cascara residual de café

La composicion de la CRC libre de extractivos, se muestra en la Tabla 4, los

resultados fueron expresados como material lignocelulésico.

Tabla 4

Caracterizacion quimica de la cascara residual de café libre de extractivos

COMPONENTES (% en peso)

Carbohidratos totales 35.43 £ 0.02
Hemicelulosa 15.04 £ 0.02
Celulosa 20.39 £ 0.02
Lignina Total 27.04 £0.03
Lignina soluble en H2S04 5.11 +0.03
[Lignina insoluble en H2SO. 21.93+£0.03
Cenizas 6.9+0.10
TOTAL 96.17

Nota. Los resultados corresponden al promedio por triplicado + la desviacion
estandar, el porcentaje de extractivos se reportd por separado.

El contenido de carbohidratos totales fue de 35.43%, donde la celulosa
destacé como el componente mas predominante; el contenido de hemicelulosa
también present6 una importante proporcién. En cuanto al contenido de lignina, este
alcanzé un total de 27.04%, siendo la mayor parte de esta lignina insoluble. Ademas,
se registro un contenido de cenizas de 6.9%. Por otro lado, en el proceso de
extraccion solido-liquido se obtuvo una notable cantidad de componentes solubles

por etanol y agua, que result6é en un 46.32% de extractivos.
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3.2.

Produccién de XOS mediante tratamiento hidrotermal en reactor Parr de 1
L y analisis de XOS por HPLC.

El tratamiento hidrotermal de CRC permitié evaluar la produccion y la
eficiente extraccion de XOS. Para ello, se analizd la dilucion (materia prima-
solvente), asi como la ausencia y la adicién de &cido citrico en el medio, con el
propdsito de determinar si la presencia del &cido ejercia un efecto sinérgico en la
hidrolisis del material lignoceluldsico. En la fraccion liquida, se detectd la presencia
de XOS en la biomasa de CRC. Los valores se expresaron en funcion de la materia
seca inicial, como se observa en la Figura 4, que ilustra los cuatro procesos de
hidrélisis térmica a 180 °C en diferentes tiempos de tratamiento, en relacion con la
concentracion de cada componente: xilosa (X1), xilobiosa (X2), xilotriosa (X3) y
xilotetraosa (X4), detectado en el HPLC.
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Figura 4

Efecto del tratamiento hidrotermal de la cascara residual de café sobre la extraccion

de xilosa (X1), xilobiosa (X2), xilotriosa (X3) y xilotetraosa (X4)
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Nota. Las Figuras 4a y 4b muestran la concentracion de X1y X2, respectivamente; en

funcién al tiempo de tratamiento hidrotermal. Las Figuras 4c y 4d representa la

concentracion de X3 y la concentracion de X4, secuencialmente. Diferentes colores

para T1, T2, T3y T4 indican la produccion de XOS.

La Figura 4a ilustra las concentraciones de X1 obtenidas en el tratamiento

hidrotermal. En el T4, se detect6 mayor liberacion de X1 en todos los tiempos

analizados, alcanzando su maxima concentracion de 16 g/kg a los 30 minutos de

tratamiento, y la concentracion mas baja fue de 11 g/kg a los 60 minutos. Enel T1,

solo se detecto X1 a los 30 y 60 minutos, obteniéndose la mayor concentracion de
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9 g/kg a los 30 minutos. En T2 se liberd X1 en todos los tiempos de tratamiento,
obteniéndose una mayor concentracion a los 45 y 60 minutos, donde se detect6 una
concentracion de 4 g/kg en ambos tiempos. Asimismo, en T3, se observd la
liberacion de X1 en todos los tiempos de hidrolisis, alcanzandose una concentracion
méaxima de 7 g/kg a los 45 minutos. De acuerdo con el analisis ANOVA, los valores-
P prueban la significancia estadistica de cada uno de los factores, como se muestra
en la Tabla 5.

Tabla s

Analisis de Varianza para xilosa

Fuente Sumade Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
EFECTOS PRINCIPALES
A: Tratamientos 327.40 3 109.13 92.13 0.00
B: Tiempo de tratamiento 8.99 3 2.99 2.53 0.09
RESIDUQOS 18.95 16 1.18
TOTAL 355.45 22

Se realizo el analisis de varianza con un nivel de confianza del 95%. El
contenido de X1 resulté significativo con respecto al tratamiento, como se puede
apreciar en las Tablas 5. Sin embargo, la variable tiempo no influyé en la
concentracion de los azucares. En el analisis Tukey se identificd tres grupos
homogéneos, es decir, los tratamientos T1 y T3 mostraron similitud. No existen
diferencias estadisticamente significativas entre esos niveles, como se muestra en

el Anexo 2.

La Figura 4b muestra la concentracion de X2, en el T3 se detectd una alta
concentracion de X2 en todos los tiempos evaluados, alcanzando el valor maximo
de 14 g/kg a los 60 minutos, y la menor liberacion fue de 4 g/kg a los 15 minutos.
En el T1 sélo se detecto la concentracion de X2 en los tiempos de 30 y 60 minutos,
obteniéndose 9 g/kg como mayor liberacion a los 30 minutos. En el T4 se logro
detectar X2 a los 15, 30 y 45 minutos, obteniendo una mayor concentracion de 7
g/kg a los 15 minutos. La menor concentracion se registro en el T2 en el cual se

detecto concentraciones a los 30, 45 y 60 minutos, la mayor concentracion de X2
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fue 5 g/kg a los 30 minutos, y un nivel inferior de 0.55 g/kg se registro a los 60

minutos. El analisis ANOVA de los factores se muestra en la Tabla 6.

Tabla 6

Analisis de Varianza para xilobiosa

Fuente Sumade Gl Cuadrado Razdn-F Valor-P
Cuadrados Medio
EFECTOS PRINCIPALES
A: Tratamientos 150.507 3 50.1692 4.40 0.0263
B: Tiempo de tratamiento 28.3804 3 9.46013 0.83 0.5031
RESIDUOS 136.954 12  11.4128
TOTAL (CORREGIDO) 299.392 18

En la Tabla 6 se observa que el valor-P del factor A es menor que 0.05. Este
factor tiene un efecto estadisticamente significativo sobre X2 con un nivel de
confianza del 95%. El contenido de X2 resultd significativo con respecto al
tratamiento. Sin embargo, la variable tiempo no influyo6 en la concentracion de los
azucares. En el anélisis Tukey se identificaron dos grupos homogéneos formados
por T1y T4 (Anexo 2); ademas, los tratamientos T1, T2, y T4 mostraron similitud,

a diferencia del T3, que es estadisticamente diferente.

En la Figura 4c se muestra las concentraciones de X3, esta fue detectada en
los tratamientos T1, T2 y T3. En el T3, se detectd la maxima concentracién de 0.70
g/kg a los 45 minutos de hidrotermal. En el T1 se detectd X3 a los 30 y 60 minutos,
obteniéndose una mayor concentracion de 0.60 g/kg a los 60 minutos de tratamiento.
Finalmente, en el T2, estadisticamente se obtuvo la mayor liberacion de 0.34 g/kg

a los 30 y 45 minutos. El analisis ANOVA se muestra en la Tabla 7.
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Tabla 7

Analisis de Varianza para xilotriosa

Fuente Sumade Gl Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio

EFECTOS PRINCIPALES

A: Tratamientos 0.32 2 0.16 170.11 0.00
B: Tiempo de tratamiento 0.029 2 0.01 15.55 0.00
RESIDUOS 0.01 8 0.00

TOTAL (CORREGIDO) 0.36 12

La Tabla 7 presenta los valores-P que indican la significancia estadistica de
cada uno de los factores. Las variables tratamientos y tiempo tienen un efecto
estadisticamente significativo sobre la concentracion de X3 con un nivel de
confianza del 95%. Ademas, el anélisis Tukey identificd dos grupos homogéneos,

es decir, los tratamientos T1y T3 no presentan diferencias significativas.

En la Figura 4d se muestra las concentraciones de X4, la liberacion de este
componente se detecté en T1y T2. En el T1 se obtuvo 3.67 g/kg a los 30 minutos,
siendo la méxima concentracion y en T2 se detect6 0.14 g/kg a los 30 minutos de
tratamiento. Los tratamientos T1 y T2 presentan diferencias significativas en la
liberacion de X4. La Tabla 8 muestra el analisis ANOVA.

Tabla 8

Analisis de Varianza para xilotetraosa

Fuente Suma de Gl Cuadrado Raz6on-F  Valor-P
Cuadrados Medio
EFECTOS PRINCIPALES
A: Tratamientos 8.02 1 8.01 801.58 0.00
B: Tiempo de tratamiento 4.67 1 4.67 467.25 0.00
RESIDUQOS 0.02 2 0.01
TOTAL (CORREGIDO) 9.25 4

La Tabla 8 muestra los valores-P que sustentan la significancia estadistica
de los factores. Las variables de tratamiento y tiempo de hidrolisis hidrotermal

tienen diferencias significativas sobre X4 con un 95% de nivel de confianza.
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3.3.

Asimismo, en el andlisis Tukey se identifico que los tratamientos (T1 y T2)

presentan diferencias, como se observa en el Anexo 2.

Concentracion de fenélicos

La fracciéon liquida de la caracterizacion quimica (CQ) y de los tres
tratamientos hidrotermales (T2, T3 y T4) fueron sometidas analisis, se midio la
absorbancia de las soluciones de &cido galico patron, con estos datos se elaboro la
curva calibracion respectiva, se relaciond la concentracion de &cido galico con la
absorbancia, como se muestra en la Figura 5. La cuantificacion de fendlicos
demostro que hay presencia de compuestos antioxidantes, tal como se observa en la
Tabla 9.

Figura 5
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3.4.

Tabla 9

Cuantificacion de compuestos fenoélicos

Muestra Concentracion de Fenolicos
(g/L)
Caracterizacion quimica  1.29 +0.24°
T2 50.47 + 5.89"
T3 66.01 + 4.392
T4 67.60 + 1.96%

Nota. Promedio de las concentraciones de fendlicos por triplicado + la desviacion
estandar. Las distintas letras en la columna indica diferencias significativas entre los

tratamientos segun la prueba de Tukey con un 95% del nivel de confianza.

La presencia de componentes fendlicos se detectd en la FL resultante de la
caracterizacion quimica como en los tres tratamientos de hidrotermal, el analisis
ANOVA con un nivel del 95% de confianza indica que existe diferencia
significativa entre la media de fenolicos respecto al tratamientos. En el analisis
Tukey se han identificado 3 grupos homogéneos, es decir, T3 y T4 no presentan

diferencias significativas entre si, como se observa en el Anexo 3.

Composicion de la fraccion solida e hidrolisis enzimatica
- Caracterizacion quimica de la fraccién sélida

La fraccion sdlida obtenida al finalizar los 60 minutos de tratamiento
hidrotermal de T2, T3 y T4, se secaron. Luego, se sometieron a caracterizacion
quimica con la finalidad de determinar la presencia de hemicelulosa, celulosa y

lignina soluble. Los resultados de estos componentes se muestran en la Tabla 10.
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Tabla 10

Caracterizacion quimica de la fraccion sélida

Tratamiento Concentracion (g/mL)

Hemicelulosa Celulosa Lignina soluble
T2 21.69 + 0.58% 13.10 £ 0.04 3.42 £ 0.51°
T3 11.90 + 0.05 13.96 + 1.65 3.37 £ 0.09°
T4 1.35 £ 0.09¢ 13.51 + 0.46 6.94 + 0.14°

Nota. Promedio de las concentraciones por triplicado + la desviacion estandar. La misma
letra en la columna indica que no hay diferencias significativas segun la prueba de rango
de Tukey (95% del nivel de confianza).

La fraccion sélida del T2 liberé6 mayor concentracién de hemicelulosa, a
diferencia de las concentraciones de celulosa que no presentan diferencias
significativas entre si. La liberacion de lignina soluble es predominante en el T4. El

analisis ANOVA y Tukey se observa en el Anexo 4.

- Hidrodlisis enzimatica
La fraccion solida obtenida de los tres tratamientos hidrotermales (T2, T3y

T4) fueron sometidas a una hidroélisis enzimatica con la finalidad de determinar la

concentracion de azucares fermentados, los resultados se presentan en la Tabla 11.
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3.5.

Tabla 11

AzUcares liberados en la hidrolisis enzimatica de los solidos

Muestra

Concentracion (g/L)

Celobiosa Glucosa Xilosa Arabinosa
Librede  0.07+0.01° 0.54+0.12° 0.07 £0.01°  0.05+0.012
extractivos
T2 0.08 £ 0.01° 1.49 +0.017 0.07 £0.01°  0.00 +0.00°
T3 0.10+0.022  1.42 +0.017 0.11+0.012  0.04 + 0.012
T4 0.08+0.02° 1.56+0.03% 0.08 +£0.01®  0.00 + 0.00°

Nota. Promedio de concentracion de azUcares por duplicado + la desviacion estandar. La
misma letra en la columna indica que no hay diferencias significativas segun la prueba
de rango de Tukey (95% del nivel de confianza). Muestra libre de extractivos, sin

tratamiento hidrotermal.

La Tabla 11 muestra que el T3 permiti6é determinar mayor concentracion de
celobiosa y xilosa, mientras que en el T4 se observo una superior liberacion de
glucosa. Estos resultados sugieren que existe bajas cantidades de azucares que
permanecen en los solidos posterior al tratamiento hidrotermal. La muestra libre de
extractivos presenta menor concentracion de azlcares. El analisis ANOVA con un

nivel del 95.0% de confianza y la evaluacion Tukey se muestran en el Anexo 5.

Purificacién de XOS utilizando membranas

La fraccion liquida recuperada del tratamiento hidrotermal se sometié a una
purificacion de XOS empleando membranas de UF (10 kDa) y NF (150 Da).
Posteriormente, se analizaron las fracciones retenidas y permeadas en cada etapa de
UF, DF y NF, donde se evalu6 la concentracién de los componentes de interés. La
Figura 6 muestra las concentraciones de XOS de los tratamientos T3 y T4,
respectivamente. La fraccion liquida de los tratamientos T1 y T2 no fueron

considerados en la etapa de purificacion debido a sus resultados.
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Figura 6

Concentracion de XOS a traves del sistema de purificacion de membranas en la
ultrafiltracion (UF), diafiltracion (DF) y nanofiltracion (NF)
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Nota. Concentracion de X1, X2, X3y X4 en los procesos de UF, DF y NF. FL (fraccion
liquida), PUF (permeado de la UF), RUF (retentado de la UF), DR (dilucion del RUF),
PDF (permeado de la DF), RDF (retentado de la DF), MP (mezcla de PUF + PDF),
PNF (permeado de la NF) y RNF (retentado de la NF).

La Figura 6 muestra la concentracion de xilooligosacaridos detectadas

durante el proceso de filtracion, donde se emplearon membranas de ultrafiltracién
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y nanofiltracion; se detectaron concentraciones de xilosa, xilobiosa y xilotriosa en
todo el proceso secuencial del filtrado. La Figura 6a muestra la maxima
concentracion de X1 con 2.17 g/L en la fraccion del RNF y la menor concentracion
de X1 fue 0.14 g/L detectada en el PNF, a diferencia, de la concentracion de X4 que
solo se detectd 0.2 g/L en el RUF y una menor liberacion de 0.12 g/L en el RNF.
La mayor liberacion de X2 fue 0.76 g/L en la MP (pH 4.5) resultantes de la UF y
DF, se registr6 la menor concentracion de 0.16 g/L en el RUF y en la DR.
Finalmente, la mayor liberacion de X3 fue 0.14 g/L, se detect6 en la fraccion RDF

y la menor concentracion de 0.3 g/L en la DR y en el RNF.

La Figura 6b muestra que la maxima concentracién de X1 es 2.17 g/L
detectada en el RDF y la menor concentracion fue 0.38 g/L, se registro en la fraccion
PNF. Seguidamente se detectd una importante concentracion de X2, obteniéndose
la mayor liberacion 2.03 g/L en el RDF y la menor concentracion fue 0.06 g/L en
la fraccion RNF. La mayor concentracion de X3 fue 1.48 g/L, se detect6 en la
fraccion PDF y la menor liberacion de 0.03 g/L en RUF. La mayor liberacién de X4
fue 0.26 g/L, detectada en la fraccion PNF. El analisis ANOVA entre tratamientos

se muestra en la Tabla 12 y Anexo 6.

Tabla 12

Analisis de Varianza para xilotriosa

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon Valor-P
Cuadrados Medio -F
EFECTOS PRINCIPALES
A: Tratamiento (T3y T4) 1.17 1 1.17 8.71 0.01
B: Proceso de UF, DF y NF 0.79 8 0.09 0.73 0.66
RESIDUOS 1.48 11 0.13
TOTAL 3.38 20

El andlisis indica que las variables de tratamiento (T3 y T4) y proceso de
UF, DF y NF, no tienen un efecto estadisticamente significativo en la concentracion
de xilosa y la xilobiosa. A diferencia de la concentracion de xilotriosa, el factor A
“tratamiento”, si presenta un efecto significativo como se muestra en el Anexo 6.

Asimismo, el analisis Tukey identificd dos grupos homogeéneos para la X3, muestra
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las diferencias significativas de las concentraciones de X3 entre tratamientos. La
Figura 7 y 8 muestran el promedio del balance que detalla las concentraciones de

XOS del proceso de purificacion de T3y T4.

Figura7

Concentraciones de XOS obtenidas en la ultrafiltracion, diafiltracion y
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Nota. XOS detectado en los permeados y retentados de la ultrafiltracién, diafiltraciéon y

nanofiltracion, la secuencia del proceso se detalla en la Figura 3.
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Figura 8

Concentraciones de XOS obtenidas en la ultrafiltracion, diafiltracion vy

nanofiltracién de T4
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Nota. XOS detectado en los retentados y permeados de la ultrafiltracién, diafiltracién y

nanofiltracion, la secuencia del proceso se detalla en la Figura 3.
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IV. DISCUSION

La composicion de la CRC estuvo compuesta principalmente por un 46%
de extractivos solubles en agua y etanol, en la caracterizacion quimica se determin6
las siguientes concentraciones de polimeros; 15% hemicelulosa, 20% celulosa, 27%
lignina y 6.9% cenizas. A diferencia de los resultados reportados por otros autores
como; de Carvalho et al. (2018) muestran la composicion quimica de la cascara de
café sometida a un pretratamiento con acido sulfurico, determinaron 25% de
hemicelulosa, 26% de celulosa, 33% de lignina y 0.2% de cenizas, indican que la
celulosa y la hemicelulosa son los componentes mas solubilizados, debido a sus
propiedades o &reas amorfas. Ademas, afirma que los componentes pueden variar
en funcion a factores como la variedad, condiciones de cultivo y método de
procesamiento. En un estudio Setyobudi et al. (2018) evaluaron la cascara de café
para extraccion de azucares y la obtencion de bioproductos, de la caracterizacion

quimica obtuvieron 25.84% de celulosa, 4.37% de hemicelulosa, 12.46% de lignina.

La obtencion de XOS a partir de la CRC mediante el tratamiento hidrotermal
a 180 °C y a diferentes tiempos de proceso, en el T4 se detectd 16 g/kg como la
maxima concentracion de X1 a los 30 minutos, el cual contenia un 7% de &cido
citrico. Segun Gomes et al. (2020) la presencia de &cido citrico en el medio tiene
una influencia significativa como catalizador. Valladares et al. (2022) reportaron el
tratamiento hidrotermal asistido con &cido citrico de las cascaras de mazorcas de
cacao, estudiaron como variables la temperatura (170 °C), el tiempo (30 min) y la
concentracion de acido citrico (0.5 - 2% p/v), afirmaron que a medida que se
incrementd la concentracion de &cido, se observé una mayor concentracion de

xilosa, alcanzando su valor mas alto de 69.75 mg/g.

En los tratamientos hidrotermales sin presencia de acido citrico de la CRC
se obtuvieron las siguientes concentraciones: 14 g/kg de X2 a los 60 minutos en T3,
0.70 g/kg de X3 a los 45 minutos en T3 y 3.67 g/kg de X4 a los 30 minutos de
tratamiento en T1. Rosas et al. (2023) estudiaron las concentraciones de XOS a
partir de los tallos de quinua aplicando tratamiento hidrotermal a 180 °C a diferentes
tiempos, indicaron que la produccion de X1 increment6 con el tiempo de hidrolisis

alcanzando 14 mg/g de material seco en 45 min. Respecto a la xilobiosa y xilotriosa,

42



la maxima concentracion se obtuvo a los 30 min, a los 10 minutos fue similar la
concentracion. Asimismo, las dptimas condiciones de tiempo para la mayor
produccion de Xxilotetraosa fue a los 20 min. Corrales et al. (2023) reportaron la
obtencion de XOS a partir de cascara de arroz aplicando tratamiento hidrotermal,
afirmaron que las temperaturas de 160 y 170 °C, no promueven la produccion de
XOS, tnicamente observaron X1 en concentraciones menores a 1g/L. Sin embargo,
indicaron que detectaron concentraciones de xilooligosacaridos a 180 °C y 190 °C
por un tiempo de hidrotermal de 68 min y 34 min respectivamente, lo cual permitid
obtener cantidades superiores a 3 g/L de XOS. Rosas et al. (2023) indican que los
tallos de quinua, a temperaturas mas bajas (160 - 170) °C se promueve la formacion
de xilopentaosa (X5), xilohexaosa (X6) con un grado de polimerizacion (DP) mayor
a 6.

En el presente estudio la variable “tiempo hidrotermal™ no fue significativo
para las concentraciones de X1y X2, pero si lo fue para las concentraciones de X3
y X4. Investigaciones previas, indican que el perfil de XOS obtenido a través del
tratamiento hidrotermal se ve principalmente influenciado por el tiempo de
tratamiento y la temperatura. Se ha sugerido que la capacidad de lograr resultados
comparables con presiones mas bajas representa una ventaja econémica para el
proceso, dado que la presion se emplea primordialmente para mantener el agua en
estado liquido. A pesar de ello, diversos autores indican que una presién elevada
contribuye a la hidratacion de la matriz de la muestra, lo que conlleva a una mayor
eficiencia en la extraccion (Plazay Turner, 2015; Monteiro et al., 2021; Avilaetal.,
2020; Corrales et al., 2023 y Rosas et al., 2023).

La cuantificacién de compuestos fendlicos de la cascara residual de café
posterior a la caracterizacion quimica y tratamiento hidrotermal se muestra en la
Tabla 9, también se analizd una muestra sin tratamiento, muestra natural (MN); en
las cuales se detecto una alta concentracion de fenolicos. Bondam et al. (2022)
reportaron que la cascara de café es rica en acidos clorogénico, cafeico, feralico y
cumarico; ademas, afirman que la concentracion de los compuestos fendlicos
depende del solvente de extraccion. Asimismo, enfatizan sus propiedades para la
salud, como antioxidante, antiinflamatorio y antimicrobiano, asi como su capacidad

para neutralizar radicales libres. Manasa et al. (2021) en un estudio aislaron pectina
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y polifenoles de la cascara de café mediante el método de precipitacion simple,
lograron una concentracion de polifenoles del 4%, siendo los principales
identificados mediante HPLC el &cido gélico, la vainillina, la catequina, el
etilcatecol, el cumaérico, el cafeico y el fertlico. Monteiro et al. (2021) afirman que
la presencia de compuestos fendlicos en el extracto rico en XOS dependeria del

grado de purificacion requerido para su aplicacion final.

La fraccion solida de la cascara residual de café resultante del tratamiento
hidrotermal (T2, T3 y T4), fue sometida a una caracterizacién quimica, la cual
muestran una reducida concentracion de hemicelulosa, celulosa y lignina soluble
como se observa en la Tabla 10; también, se realizé una hidrolisis enzimatica de la
fraccion solida, que permitié obtener concentraciones minimas de xilosa, celobiosa,
glucosa y arabinosa, como se observa en la Tabla 11. Los resultados nos indican
que gran parte de azucares de la CRC fueron solubilizados durante el tratamiento
hidrotermal. Rosas et al. (2023) indicaron que los sélidos obtenidos del tratamiento
hidrotermal a 180 °C, obtuvieron 52% de celulosa y 54% de la hemicelulosa, que
se convirtié en xilosa y XOS. El tratamiento hidrotermal redujo en parte la cantidad
de lignina, lo que resultd en un aumento de la porosidad y el area superficial del
material, esto hizo que fuera mas susceptible a la accion de las enzimas. Por lo tanto,
obtuvieron concentraciones favorables de azlcares fermentables a partir del tallo de

quinua.

El tratamiento hidrotermal se ha propuesto como una alternativa
prometedora para la produccion de XOS con un bajo grado de polimerizacion de 2
a 6, que influye en la tasa de metabolismo de las bacterias probioticas como las
Bifidobacterias y Lactobacillus, en donde las moleculas de XOS como X2, X3y
X4 son facilmente consumidas por estas bacterias probiéticas (Fehlbaum et al.,
2018 y Poletto et al., 2020). La xilosa carece de efecto prebidtico y su alta
concentracion puede implicar costos elevados en la etapa de purificacion de XOS,
los niveles elevados de xilosa indican una despolimerizacion de los oligosacaridos
en azucares monoméricos; el tratamiento hidrotermal actia de manera no selectiva
y aleatoria, lo que resulta en la liberacion de xilosa durante la fragmentacion de las

cadenas de xilano (Cocero et al., 2018). Por lo tanto, es necesario ajustar los
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parametros de proceso para evitar la acumulacion excesiva de xilosa, someter a un
sistema de purificacion los extractos.

Las concentraciones de XOS obtenidos en el proceso de purificacion,
empleando membranas de UF y NF, fue un total de 2.8 g/L de X1y 1.55 g/L de X2,
X3y X4 del T3, se logré 3.42 g/L de X1y 3.48 g/L de X2, X3 y X4 del T4,
cuantificindose un total de 6.22 g/L de xilosa y 5.03 g/L de X2, X3y X4, la
concentracion de los componentes se detalla en las Figuras 7'y 8. Rosas et al. (2023)
afirman que a pH 4.5 se observo que el flujo de permeado mermo, pero al aumentar
el pH, las membranas poliméricas adquirieron una carga negativa, lo que las saturd
y las volvid hidrofilicas, permitiendo asi un mayor flujo de permeado. Manttéri et
al. (2006) indican que se podria explicar por la repulsion electrostatica entre la
membranay los pigmentos que tienen carga negativa a un pH elevado, lo que resulta
en una menor adsorcion hidrofébica de los pigmentos en la membrana. Wijaya et
al. (2020) indican que el método de purificaciébn con membranas es de gran
importancia, dado que la produccion de XOS con fines alimenticios requiere un
grado de pureza del 75 a 95%, debido que su accion probidtica depende de ello; la
presencia de impurezas en el extracto rico en XOS incrementa el valor calorico y

modifica la dulzura.
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V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

- Se logro transformar la céscara residual de café variedad catimor mediante
procesos biotecnoldgicos, logrando obtener carbohidratos de alto valor comercial
en forma de xilooligosacéridos, prebidticos que promueven el crecimiento de

bacterias beneficiosas en el intestino humano.

- Lacaracterizacion quimica de la cascara residual de café, permitio determinar un
46% de extractivos y analizar la presencia de carbohidratos totales como 20%
celulosa, 15% hemicelulosa, 27% lignina y 6.9% cenizas, en la cascara residual

de café variedad catimor.

- Seevaluo los tratamientos T1, T2, T3y T4 analizando la concentracion de XOS,
considerando las variables de estudio como la temperatura, el tiempo, la dilucién
de biomasa/agua, y la presencia de acido citrico. Se determind que T3 presentd
las mejores condiciones para la liberacién de XOS, es decir presentd mayor

cantidad de moléculas con efecto prebidtico.

- Se concentro las fracciones liquidas obtenidas del tratamiento hidrotermal (T3 y
T4), a través del sistema de filtracion con membranas de ultrafiltracion y
nanofiltracion, que permitié cuantificar un total de 6.22 g/L de xilosa y 5.03 g/L
de xilobiosa, xilotriosa y xilotetraosa de alto valor comercial en la industria de

alimentos.
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Recomendaciones
En base a lo experimentado, se recomienda lo siguiente:

- Evaluar procesos de hidrolisis enzimética utilizando enzimas (xilanasas) para

comparar el rendimiento de XOS a partir de la c&scara residual de cafe.

- Estudiar los extractivos solubles en agua y etanol porque representan el 46% de la
biomasa (céscara residual de café), podria contener componentes de interés debido

a su pigmentacion.

- Estudiar otras variedades de cascara de café que se cultivan en la zona, evaluando
las variables y pardmetros como concentracién de &cido citrico, presion,
temperatura, tiempo del tratamiento hidrotérmico para maximizar la produccién de
XOS.

- Se recomienda seguir estudiando la céscara residual de café, sus concentraciones

de hemicelulosa y su composicién quimica en general.
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ANEXOS

Anexo 1. Galeria de fotos

Figura 9

Lavado de los granos de café

Figura 10

Beneficio humedo del café
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Figura 11

Cascara de café lista para secar en estufa

Figura 12

Cascara de café en proceso de secado a 50 °C
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Figura 13

Tamices para seleccionar el tamafio de particula de cascara de café

Figura 14

Céscara de café seca, molturada y tamizada
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Muestras para el proceso de extraccion

Figura 15
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Bateria soxhlet de extraccién con etanol

Figura 16
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Figura 17

Bateria soxhlet de extraccion con agua destilada

Figura 18

Extracto liquido (1 extraccion con etanol y 3 extracciones con agua)
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Figura 19

Material sélido insoluble en etanol y agua, secado en estufa a 60 °C

Figura 20

Muestras libres de extractivos se almacen6 en envases herméticos
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Figura 21

Bafio maria de las muestras por triplicado con /-S5O« al 72% (p/p)

Figura 22

Autoclave de las muestras por triplicado con H>SOs al 72% (p/p)
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Figura 23

Concentrados para filtrar en una bomba de vacio

Figura 24

Filtrado utilizando bomba de vacio y crisoles Gooch N° 3
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Figura 25

Analisis de azlcares por HPLC

Figura 26

Analisis de lignina soluble y fenoles por espectrofotometria UV-Visible
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Figura 27

Determinacion de cenizas

Figura 28

Dilucion 40 g de muestra/400 mL de agua destilada para el tratamiento hidrotermal
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Figura 29

Tratamiento hidrotermal en Reactor Parr de 1L

Figura 30

Analisis en HPLC de la fraccién liquida recuperada del tratamiento hidrotermal
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Figura 31

Incubadora con agitacion - hidrolisis enzimatica de la fraccion sélida

Figura 32

Sistema de filtracion acoplado a una linea de nitrogeno
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Figura 33

Membranas de Ultrafiltracion (color crema) y Nanofiltracion (color lila)

Figura 34

Proceso de ultrafiltracion, diafiltracion y nanofiltracion
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Figura 35

Fraccion retenida (oscuro) y fraccion permeada (claro) en la NF

Figura 36

Analisis de la concentracion de azucares y XOS en HPLC
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Figura 37

Cromatogramas de las concentraciones detectadas por HPLC
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Anexo 2. Analisis de ANOVA y Tukey del tratamiento hidrotermal

Analisis de Varianza para xilosa - Suma de Cuadrados Tipo Il

Fuente Sumade Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
EFECTOS PRINCIPALES
A: Tratamientos 327.40 3 109.13 92.13 0.00
B: Tiempo de tratamiento 8.99 3 2.99 2.53 0.09
RESIDUOS 18.95 16 1.18
TOTAL 355.45 22

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Pruebas de Multiple Rangos para xilosa por Tratamiento

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Tratamiento |Casos |Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
2 4 3.62 0.544174 X
3 8 6.42 0.384789 X
1 4 7.85 0.5994 X
4 7 13.86 0.415479 X
Contraste Sig. [Diferencia +/- Limites

1-2 * 4.22857 2.31726

1-3 1.43037 2.03878

1-4 * -6.01085 2.12575

2-3 * -2.79819 1.90767

2-4 * -10.2394 1.9597

3-4 * -7.44122 1.62091

indica una diferencia significativa.

Analisis de Varianza para xilobiosa - Suma de Cuadrados Tipo Il

Fuente Sumade Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
EFECTOS PRINCIPALES
A: Tratamientos 150.507 3 50.1692 4.40 0.0263
B: Tiempo de tratamiento 28.3804 3 9.46013 0.83 0.5031
RESIDUOS 136.954 12  11.4128
TOTAL (CORREGIDO) 299.392 18

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual
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Pruebas de Multiple Rangos para xilobiosa por Tratamiento

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Tratamiento Casos Media LS  [Sigma LS Grupos Homogéneos
2 3 1.63404 2.02334 X

1 4 6.12197 1.92555 XX
4 4 6.60379 1.81466 XX
3 8 9.90565 1.19441 X
Contraste Sig. |Diferencia +/- Limites

1-2 4.48793 7.97135

1-3 -3.78368 6.74777

1-4 -0.481822 8.40505

2-3 * -8.27161 6.99691

2-4 -4.96975 8.42766

3-4 3.30186 6.46949

indica una diferencia significativa.

Andlisis de Varianza para xilotriosa - Suma de Cuadrados Tipo |1

Fuente Sumade Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
EFECTOS PRINCIPALES
A: Tratamientos 0.32 2 0.16 170.11 0.00
B: Tiempo de tratamiento 0.029 2 0.01 15.55 0.00
RESIDUOS 0.01 8 0.00
TOTAL (CORREGIDO) 0.36 12

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Pruebas de Multiple Rangos para xilotriosa por Tratamiento

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

* indica una diferencia significativa.

Tratamiento [Casos |Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
2 5 0.294001 0.0139496 X

1 2 0.614687 0.022627 X

3 6 0.62575 0.0125222 X

Contraste Sig. |Diferencia +/- Limites

1-2 * 0.320687 0.0768315

1-3 -0.0110627 0.0737692

2-3 * -0.331749 0.0534724
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Pruebas de Multiple Rangos para xilotriosa por tiempo

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

tiempo |Casos |MediaLS ([SigmalLS |Grupos Homogéneos
60 5 0.451102 (0.0141067 X
30 4 0.515882 (0.0156314 X
45 4 0.567454 (0.0174042 X
Contraste Sig.  |Diferencia +/- Limites
30-45 -0.0515717 0.0647821
30-60 * 0.0647807 0.0592026
45 - 60 * 0.116352 0.0603598

* indica una diferencia significativa.

Andlisis de Varianza para xilotetraosa - Suma de Cuadrados Tipo 111

Fuente Suma de Gl Cuadrado Raz6on-F Valor-P
Cuadrados Medio
EFECTOS PRINCIPALES
A: Tratamientos 8.02 1 8.01 801.58 0.00
B: Tiempo de tratamiento 4.67 1 4.67 467.25 0.00
RESIDUOS 0.02 2 0.01
TOTAL (CORREGIDO) 9.25 4

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Pruebas de Multiple Rangos para Xxilotetraosa por Tratamiento

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Trat [Casos [MediaLS |SigmalLS |Grupos Homogéneos
2 1 -0.937725 (0.111827 X

1 4 2.53052 0.0500104 X

Contraste |Sig. [Diferencia |+/- Limites

1-2 * 3.46825 0.527075

* indica una diferencia significativa.

Pruebas de Multiple Rangos para xilotetraosa por tiempo

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Tiempo |Casos [MediaLS |SigmaLS |Grupos Homogéneos
60 2 -0.284625 0.0935609 X

30 3 1.87742 0.06125 X

Contraste Sig.  |Diferencia +/- Limites

30-60 * 2.16205 0.430355

* indica una diferencia significativa.
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Anexo 3. Analisis de ANOVA de la cuantificacion de compuestos fenolicos

Tabla ANOVA para Fenolicos por Muestra

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razdn-F |Valor-P
Entre grupos |8656.76 2885.59 199.42  (0.0000
Intra grupos |115.758 14.4697

Total 8772.52 11

Pruebas de Multiple Rangos para Fenolicos por Muestra

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Muestra |Casos |Media Grupos Homogéneos
CQ 3 1.28667 X

T2 3 50.4667 X

T3 3 66.01 X

T4 3 67.5967 X

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
CQ-T2 * -49.18 9.94256
CQ-T3 * -64.7233 9.94256
CQ-T4 * -66.31 9.94256
T2-T3 * -15.5433 9.94256
T2-T4 * -17.13 9.94256
T3-T4 -1.58667 9.94256

* indica una diferencia significativa.
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Anexo 4. Analisis de ANOVA de la caracterizacion quimica de la fraccion solida

Tabla ANOVA para Hemicelulosa por Tratamiento

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio [Razon-F  [Valor-P
Entre grupos (504.622 2 252311 2809.97 |0.0000
Intra grupos |0.359165 4 (0.0897913
Total 504.981 6
Pruebas de Multiple Rangos para Hemicelulosa por Tratamiento
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD
Tratamiento |Casos |Media Grupos Homogeéneos
T4 3 1.3526 X
T3 2 11.8982 X
T2 2 21.6898 X
Contraste Sig.  |Diferencia +/- Limites
T2-T3 * 9.79155 1.06777
T2-T4 20.3372 0.974736
T3-T4 * 10.5456 0.974736
* indica una diferencia significativa.
Tabla ANOVA para Celulosa por Tratamiento
Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio |Razon-F |Valor-P
Entre grupos {0.907283 2 10.453642 0.39 0.6971
Intra grupos  |5.84447 5 1.16889
Total 6.75175 7

Pruebas de Multiple Rangos para Celulosa por Tratamiento

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD
Tratamiento  |Casos |Media Grupos Homogéneos
T2 2 13.1 X
T4 3 13.5133 X
T3 3 13.96 X
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Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
T2-T3 -0.86 3.21135
T2-T4 -0.413333 3.21135
T3-T4 0.446667 2.87232

* indica una diferencia significativa.

Tabla ANOVA para Lignina soluble por Tratamiento

Fuente Suma de Gl [Cuadrado Razén-F |Valor-P
Cuadrados Medio

Entre grupos [23.5913 2 11.7957 186.17 0.0000

Intra grupos |0.316798 5 0.0633596

Total 23.9081 7

Pruebas de Multiple Rangos para Lignina soluble por Tratamiento

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Tratamiento |Casos [Media Grupos Homogéneos
T3 3 3.37533 X

T2 2 3.4205 X

T4 3 6.94033 X

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
T2-T3 0.0451667 0.747664
T2-T4 * -3.51983 0.747664
T3-T4 * -3.565 0.668731

* indica una diferencia significativa.
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Anexo 5. Analisis de ANOVA de la hidrolisis enzimatica de los sélidos

Tabla ANOVA para Celobiosa por Muestra

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F |Valor-P
Cuadrados Medio
Entre grupos [0.00090867 3 0.00030289 15.76 0.0111
Intra grupos |0.00007689 4 0.0000192225
Total 0.00098556 7
Pruebas de Multiple Rangos para Celobiosa por Muestra
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD
Muestra |Casos |Media Grupos Homogéneos
MN 2 0.0705 X
T2 2 0.08035 X
T4 2 0.08155 X
T3 2 0.1 X
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
MN - T2 -0.00985 0.0178483
MN - T3 * -0.0295 0.0178483
MN - T4 -0.01105 0.0178483
T2-T3 * -0.01965 0.0178483
T2-T4 -0.0012 0.0178483
T3-T4 * 0.01845 0.0178483
* indica una diferencia significativa.
Tabla ANOVA para Glucosa por Muestra
Fuente Suma de Gl |Cuadrado Medio [Razon-F |[Valor-P
Cuadrados
Entre grupos [1.36419 3 (0.454732 118.26  |0.0002
Intra grupos  |0.0153805 4 (0.00384513
Total 1.37958 7
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Pruebas de Multiple Rangos para Glucosa por Muestra

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Muestra Casos Media Grupos Homogéneos
MN 2 0.54415 X
T3 2 1.42195 X
T2 2 1.4968 X
T4 2 1.55575 X
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
MN - T2 * -0.95265 0.252434
MN - T3 * -0.8778 0.252434
MN - T4 * -1.0116 0.252434
T2-T3 0.07485 0.252434
T2-T4 -0.05895 0.252434
T3-T4 -0.1338 0.252434
* indica una diferencia significativa.
Tabla ANOVA para Xilosa por Muestra
Fuente Suma de Gl [Cuadrado Razon-F |Valor-P
Cuadrados Medio
Entre grupos  {0.00173588 |3 ]0.000578628 [11.58 0.0193
Intra grupos  [0.000199815 |4 [0.0000499537
Total 0.0019357 7

Pruebas de Multiple Rangos para Xilosa por Muestra

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Muestra Casos  [Media Grupos Homogéneos
MN 2 0.0655 X

T2 2 0.07425 X

T4 2 0.08125 XX

T3 2 0.10515 X
Contraste Sig.  [Diferencia +/- Limites
MN - T2 -0.00875 0.0287724
MN - T3 * -0.03965 0.0287724
MN - T4 -0.01575 0.0287724
T2-T3 * -0.0309 0.0287724
T2-T4 -0.007 0.0287724
T3-T4 0.0239 0.0287724

* indica una diferencia significativa.
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Tabla ANOVA para Arabinosa por Muestra

Fuente Suma de Gl |Cuadrado Razén-F |Valor-P
Cuadrados Medio

Entre grupos [0.00487107 0.00162369 187.22 0.0001

Intra grupos [0.00003469 4 10.0000086725

Total 0.00490576 7

Pruebas de Multiple Rangos para Arabinosa por Muestra

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Muestra |Casos |Media Grupos Homogéneos
T2 2 0.0 X

T4 2 0.0 X

T3 2 0.04305 X

MN 2 0.05435 X
Contraste Sig.  |Diferencia +/- Limites
MN - T2 * 0.05435 0.0119885
MN - T3 0.0113 0.0119885
MN - T4 * 0.05435 0.0119885
T2-T3 * -0.04305 0.0119885
T2-T4 0.0 0.0119885
T3-T4 * 0.04305 0.0119885

* indica una diferencia significativa.

79



Anexo 6. ANOVA del proceso de purificacién de XOS por membranas

Analisis de Varianza para xilosa - Suma de Cuadrados Tipo Il

Fuente Suma de Gl [Cuadrado |Razdon-F [Valor-P
Cuadrados Medio
EFECTOS PRINCIPALES
A: Tratamientos (T3 y T4) 0.533259 1 0.533259 |2.47 0.1366
B: Proceso de UF, DF y NF 3.95952 8 0.494939 12.30 0.0786
RESIDUOS 3.23335 15 [0.215557
TOTAL (CORREGIDO) 7.5613 24
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual
Analisis de Varianza para xilobiosa - Suma de Cuadrados Tipo Il
Fuente Suma de Gl [Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
EFECTOS PRINCIPALES
A: Tratamientos (T3 'y T4) 1.75209 1 1.75209 1.87 0.1932
B: Proceso de UF, DFy NF  |9.29732 8 1.16216 1.24 0.3463
RESIDUOS 13.1257 14 [0.937552
TOTAL 24.8884 23
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual
Analisis de Varianza para xilotriosa - Suma de Cuadrados Tipo 111
Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F | Valor-P
Cuadrados Medio
EFECTOS PRINCIPALES
A: Tratamientos (T3 'y T4) 1.16925 1 1.16925 8.71 0.0132
B: Proceso de UF, DFy NF 10.787938 8 0.0984922 0.73 0.6625
RESIDUOS 1.47655 11 0.134232
TOTAL 3.37993 20

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual
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Pruebas de Multiple Rangos para xilotriosa por Bloque

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Blogue ([Casos |MedialS |SigmaLS |Grupos Homogéneos
T3 14 0.0231164 (0.101853 X

T4 7 0.552852  [0.149351 X

Contraste |[Sig. |Diferencia |+/- Limites

T4 _-T3 * 10.529736 0.395049

* indica una diferencia significativa.

Analisis de Varianza para Xxilotetraosa - Suma de Cuadrados Tipo 111

Fuente Suma de Gl |Cuadrado Razon-F |Valor-P
Cuadrados Medio

EFECTOS PRINCIPALES

A: Tratamientos (T3y T4) |0.00197623 1 ]0.00197623 0.11 0.7743

B: Proceso de UF, DF y NF (0.00932827 3 10.00310942 0.17 0.9091

RESIDUOS 0.0368231 2 10.0184116

TOTAL 0.0537058 6

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual
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