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ABSTRACT

RESUMEN

The uncontrolled dumping of waste and
surpluses generated such as plant residues in rural
areas is considered as an important source of infection
for crops. These agro-wastes are considered as rich in
polymers of starch and lignocellulose, which are formed
by simple sugars. This research worked with grape
bagasse (merlot variety) and pomegranate (wonderful
variety), using them as raw material for thermal
hydrolysis. The variables evaluated were total sugars
and reducing sugars in the unhydrolyzed bagasse, in
the hydrolyzed slurries and in the hydrolyzed broth.
The increase in sugar concentration after the different
treatments was effectively achieved with grape
residues (1.77 mg/mL), and for pomegranate (3.18 mg/
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El vertido incontrolado de desechos y excedentes
generados como residuos vegetales en el medio rural son
considerados como foco importante de infeccion para
los cultivos. Estos agroresiduos se consideran ricos en
polimeros de almidén y lignocelulosa, los cuales estan
formados por azucares sencillos. Esta investigacion
trabajé con bagazo de uva (variedad merlot) y granada
(variedad wonderful), empleandolas como materia prima
para su hidrolisis térmica. Las variables evaluadas fueron
azucares totales y azucares reductores en los bagazos
sin hidrolizar, en los “slurry” hidrolizados y en el caldo
hidrolizado. El incremento en la concentracién de azucares
tras los diferentes tratamientos, se logré efectivamente con
residuos de uva (1.77 mg/mL), y granada (3.18 mg/mL),
tomando en cuenta los resultados previos a la hidrolisis
térmica plasmadas en este trabajo (1.31 mg/mL para uva;
2.08 mg/mL para granada). De acuerdo con los resultados
obtenidos, existe una relacién de eficiencia en la extraccion
de azucares monomeéricos y el tamafio de particula
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mL), taking into account the results prior to thermal
hydrolysis presented in this work (1.31 mg/mL for
grapes; 2.08 mg/mL for pomegranate). According to the
results obtained, there is an efficiency ratio between the
extraction of monomeric sugars and the particles size
used, while the processing time is a determining factor
in this investigation. Therefore, the exposure time in a
process of thermal hydrolysis and the particles size of
the raw material are important factors to consider, which
affect the release of glucose from lignocellulosic matter
of grape and pomegranate residues.
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Introduction

Throughout the years, agricultural processes
have generated very important quantities of hardly
degradable by-products or residues (Castro Granado, 2018)
in the environment (vegetable, plastic or pesticide container
residues, etc.), derived from the use and maintenance of
agricultural exploitations (Saval, 2012).

Biotechnology allows for the bio-conversion of agro-
industrial residues (Blanco, 2017) in products of commercial
interest by means of processes of direct extraction or
transformation by chemistry or microbiology (Moldes et
al., 2002). In Mexico, a great quantity of agro-industries
generates organic residues with a great potential for use
(Mejias-Brizuela et al., 2016), such as the case of grape
bagasse which is used for elaborating wines in different
regions of the country. Grape crops represent 0.83 % of the
national GDP with a production in 2018 of 444.45 thousand
tons (SIAP, 2018), estimating a production of 415.43
thousand tons by 2024 (SAGARPA, 2017). Regarding
worldwide grape production during the 2018/2019 period,
22.15 million tons were generated (Shahbandeh, 2019).
For the case of pomegranate crops, 8,073.88 tons were
generated in 2018 in the national territory (SIAP, 2018).
Meanwhile around 3 million tons are annually produced
worldwide (Financial-Tribune, 2016).

The origin of the issue lies in the dumping of waste and
surpluses generated as vegetable residues in the rural

empleado, mientras que el tiempo de procesamiento es un
factor determinante en esta investigacion. Por lo tanto, el tiempo
de exposicién en un proceso de hidrdlisis térmica y el tamafio
de particula de la materia prima, son factores importantes por
considerar, que afectan la liberacion de glucosas de la materia
lignocelulésica de residuos de uva y granada.

PALABRAS CLAVE

Presién, Temperatura, Particulas, Uva, Granada.

Introduccién

Alo largo de los afios, los procesos agricolas han
generado cantidades muy importantes de subproductos o
residuos de dificil degradacion (Castro Granado, 2018) en el
ambiente (residuos vegetales, residuos plasticos, residuos
de envases de plaguicidas, etc.), derivados del uso y
mantenimiento de las explotaciones agricolas (Saval, 2012).

La biotecnologia permite la bio-conversion de residuos
agroindustriales (Blanco, 2017) en productos de interés
comercial mediante procesos de extraccion directos o de
transformacion por quimica o microbiolégica (Moldes et al.,
2002). En México existe gran cantidad de agroindustrias,
que generan residuos organicos con un gran potencial de
aprovechamiento (Mejias-Brizuela et al., 2016), tal es el caso
del bagazo de la uva que se utiliza para la elaboracién de vinos
en diferentes puntos del pais. El cultivo de la uva representa
el 0.83 % del GDP nacional con una produccion en el 2018
de 444.45 miles de toneladas (SIAP, 2018), estimandose que
para el 2024 seran 415.43 miles de toneladas (SAGARPA,
2017). En cuanto a la produccion mundial de uva durante el
periodo 2018/2019 se generaron 22.15 millones de toneladas
(Shahbandeh, 2019). Para el caso del cultivo del granado, se
generaron 8,073.88 toneladas del cultivo durante el 2018 en
territorio nacional (SIAP, 2018). Mientras que a nivel global
se producen alrededor de 3 millones de toneladas anuales
(Financial-Tribune, 2016).

El origen del problema radica en el vertido de los desechos
y excedentes generados como residuos vegetales en
el medio rural, que ocasiona problemas creando un
foco importante de infeccion para los cultivos, asi como
contaminacion mediante la quema. En este panorama, se
busca el aprovechamiento de carbohidratos complejos que
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environment, causing problems by creating an important
focal point of infection for the crops, as well as pollution
during the burning. In this context, the use of complex
carbohydrates making up the cell structure of the
mentioned residues, such as cellulose and hemicellulose
was investigated. In order to manage the use of these
complex carbohydrates, they firstly have to be simplified
in monomeric sugars, thus creating enriched broths for
vegetables cultivation, and, by means of fermentation
processes, they can generate diverse products of interest
on the market (Mestries, 2015).

The pretreatment of the residues consists in fractioning the
biomass into their main component (cellulose, hemicellulose
and lignin) to make the subsequent enzymatic and
microbial degradation easier. The hydrolysis, or breakup
of the molecules in an aqueous medium (Sun et al., 2016)
has the purpose of transforming glucose polymers (starch
and cellulose) into simple sugars (Alvarez et al., 2016). The
most used physicochemical strategies are liquid hot water
(LHW), steam explosion, wet oxidation, sulfite pretreatment
to overcome recalcitrance of lignocellulose (SPORL),
ammonia pretreatment and microwave pretreatment
(Kumar & Sharma, 2017). The LHW pretreatment is
performed only with water and without catalyzers nor
additional chemical products, which is advantageous since
it is eco-friendly. Water is heated up at high temperature,
while a pressure high enough to maintain water in its liquid
state is applied. This process causes alterations in the
lignocellulose structure.

The objective of this work was to analyze the possibility of
using hydrothermal hydrolysis for breaking up vegetable
polymers and for increasing monomeric sugars availability
for its use in diverse industries of the biotechnological field.

Material and Methods

The present research work was performed at
the department of Food Sciences and Technologies, in the
laboratory of Fermentations of the Antonio Narro Agrarian
Autonomous University. This research study consists of two
stages, in the first one, a drying pretreatment was performed
on raw material and its physicochemical characterization
was achieved. Raw material was classified by particles size
and total sugars and reducing sugars concentrations and
antioxidant capacity were determined. The second stage
consists of performing thermal hydrolysis on grape bagasse

forman la estructuracion celular de mencionados residuos,
como celulosas y hemicelulosas. Para lograr la utilizacion
de estos carbohidratos complejos, primero deben ser
simplificados en azucares monoméricos y asi crear caldos
de cultivo enriquecidos, y por medio de procesos de
fermentacion generar diversos productos de interés en el
mercado (Mestries, 2015).

El pretratamiento consiste en el fraccionamiento de la
biomasa en sus componentes principales (celulosa,
hemicelulosa y lignina) para facilitar el posterior ataque
enzimatico y microbiano. La hidrélisis, o ruptura de las
moléculas en medio acuoso (Sun et al., 2016), tiene como
finalidad la transformacion de los polimeros de glucosa
(almidén y celulosa) en azlcares sencillos (Alvarez et al.,
2016). Las estrategias fisicoquimicas mas utilizadas son el
agua caliente liquida (LHW), la explosién de vapor, oxidacion
humeda, pretratamiento con sulfito (SPORL), pretratamiento
con amoniaco y el pretratamiento con microondas (Kumar
& Sharma, 2017). El pretratamiento LHW se lleva a cabo
solo con agua y sin catalizadores ni productos quimicos
adicionales, lo que es ventajoso, considerando lo amigable
con el ambiente. El agua se calienta a temperaturas elevadas
mientras se aplica una presion lo suficientemente alta como
para mantener el agua en estado liquido. Este proceso
provoca alteraciones en la estructura de la lignocelulosa.

El objetivo de este trabajo fue analizar la posibilidad de
utilizar la hidrolisis hidrotérmica para la ruptura de los
polimeros vegetales y el incremento en la disponibilidad
de azucares monomeéricos para su utilizacion en diversas
industrias del ramo biotecnolégico.

Material y Métodos

El presente trabajo se llevdo a cabo en el
departamento de Ciencia y Tecnologia de Alimentos,
en el laboratorio de Fermentaciones de la Universidad
Auténoma Agraria Antonio Narro. Esta investigacion consto
de dos etapas, en la primera se realizé un pretratamiento
a la materia prima de secado y caracterizacion fisica y
bioquimica. Se clasificé por tamafio de particula y se
determiné la concentracion de azlcares totales, azlcares
reductores y capacidad antioxidante en la materia prima.
La segunda etapa consistié en la realizacion de termo-
hidrélisis al bagazo de uva (variedad merlot) y granada
(variedad wonderful) para la liberacion de azucares
monoméricos en el “slurry” (bagazo de uva hidrolizado) y
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(merlot variety) and pomegranate (wonderful variety) for
releasing monomeric sugars in “slurry” (hydrolyzed grape
bagasse) and in the broth obtained from it. Three factors
were evaluated in three levels each. These factors were:
time (5, 10, 15 minutes), pressure (10, 15 and 20 psi) and
particles size (0.85-1.00, 1.40-1.70 and 2.36-2.80 mm
in diameter). The selection of factors was determined by
considering diverse previous studies (Dos Santos Rocha et
al., 2017; Kumar & Sharma, 2017; Moure et al., 2017) and
by adjusting the levels for the study of the materials of the
present experiment.

Obtaining and pre-processing raw material

Grape
(wonderful variety) residues were obtained in the regions

(merlot  variety) and pomegranate
of Parras and Cuatro Ciénegas, Coahuila, respectively.
Since these residues were perishable, a dehydration
pretreatment was performed on them in a convection
drying stove (Biobase Biodustry BOV-T70C) at 60 °C for 24
hours. Grape and pomegranate dry residues were ground
and classified by means of Montinox sieves (Mexico) of
three sizes, #8 mesh (2.36 mm), #12 mesh (1.40 mm)
and #20 mesh (0.85 mm). One gram of each vegetable
sample was weighted, placed in 40 mL of distilled water
and stirred for 20 min. Then the mixture was filtered and
collected in glasses with ice, which was used for further
analysis, considered as the filtered sample.

Determining total sugars

For quantifying total sugars (Dubois et al., 1956)
in the extract, 500 pL of the filtered sample was placed in
a tube with 500 pL of 5 % phenol (Fermont, Mexico) and
it was placed in an ice water bath for 5 minutes. With the
tubes inside of the ice water bath, 1000 uL sulfuric acid
(Jalmek, Mexico) were slowly added on the walls of the
tubes and the mixture was let rest for 15 minutes. To stop
the reaction, tubes were softly stirred and brought in a hot
water bath at 50 °C for 5 minutes. Then, they were let cool
at room temperature for 5 minutes. Absorbances were read
in a BIOBASE EL-10 A ELISA microplate reader at 470 nm.
Calibration curve was performed by using 0.1 % glucose
(Jalmek, Mexico).

Quantifying reducing sugars

For determining reducing sugars (Miller, 1959),
1000 pL of the filtered mixture were added to 1000 pL of
the DNS (3,5-Dinitrosalicylic acid) prepared and the mixture
was placed in a water bath (Thermo Scientific), at 50 °C

el caldo obtenidos de ésta. Se evaluaron 3 factores en tres
niveles cada uno. Los factores fueron: tiempo (5, 10, 15
minutos), presién (10, 15 y 20 psi) y tamafo de particula
(0.85-1.00, 1.40-1.70 y 2.36-2.80 mm de diametro). La
seleccion de los factores fue determinada tomando en
cuenta diversos estudios previos (Dos Santos Rocha et
al., 2017; Kumar & Sharma, 2017; Moure et al., 2017)
ajustando los niveles para el estudio de los materiales del
presente experimento.

Obtencion y pretratamiento de la materia prima

Se obtuvieron los residuos de uva (variedad merlot)
y granada (variedad wonderful) en las regiones de Parras
y Cuatro Ciénegas, Coahuila respectivamente. Debido
a que estos residuos son perecederos, se les realizd un
pretratamiento de deshidratacion en una estufa de secado
por conveccion (Biobase Biodustry BOV-T70C) a 60 °C por
24 horas. Se molieron los residuos secos de uva y granada
en una licuadora convencional, y se clasificaron utilizando
tamices Montinox (México) de tres tamarios, malla #8 (2.36
mm), malla #12 (1.40 mm) y malla #20 (0.85 mm). Se peso
1 g de cada muestra vegetal, se coloco en 40 mL de agua
destilada y se agit6 por 20 min. Posteriormente se filtré y se
recibio el filtrado en vasos con hielo, el cual fue utilizado para
los posteriores analisis, considerada como muestra filtrada.

Determinacion de azucares totales

Para la cuantificacion de azucares totales (Dubois et
al., 1956) en el extracto, se colocaron 500 pL de la muestra
filtrada en un tubo, 500 pL de fenol (Fermont, México) al 5
% y se coloco a bafio de agua con hielo por 5 minutos. Con
los tubos dentro del bafio con hielo, se afiadié lentamente y
por las paredes 1000 pL de acido sulftrico (Jalmek, México)
y se dejo reposar por 15 minutos. Para detener la reaccion,
se agitdé suavemente y se llevé a bafo caliente a 50 °C por
5 minutos. Se dejé a enfriar a temperatura ambiente por 5
minutos. Se leyeron absorbancias en lector de microplacas
BIOBASE EL-10 AELISAa 470 nm. La curva de calibracion
se realizé utilizando glucosa (Jalmek, México) al 0.1 %.

Cuantificacion de azucares reductores

Para la determinacién de azucares reductores
(Miller, 1959), se adicionaron 1000 pL de la muestra
filtrada, 1000 pL del DNS preparado y se llevd a bafio
Maria (Thermo Scientific), a 50 °C por 5 minutos. Se
adiciono 5 mL de agua destilada, se dejo reposar por 5
minutos a temperatura ambiente. Se leyeron absorbancias
en lector de microplacas BIOBASE EL-10 A ELISA a 520
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for 5 minutes. 5 mL of distilled water were added, it was
let rest for 5 minutes at room temperature. Absorbances
were read in a BIOBASE EL-10 A ELISA microplate
reader at 520 nm. Calibration curve was performed by
using 0.1 % glucose (Jalmek, Mexico). For preparing
DNS reactive, 10 mL distilled water were heated at
50 °C in a water bath (Thermo Scientific), stirring and
3,5-Dinitrosalicylic acid (Sigma-Aldrich, U.S.A.), sodium
hydroxide (Jalmek, Mexico), sodium and potassium
tartrate (Jalmek, Mexico), phenol (Fermont, Mexico) and
sodium sulphate (Fermont, Mexico) were added in this
order, it was diluted to 100 mL with distilled water, for
conservation it was kept in dark and refrigerated.

Analyzing antioxidant compounds

For determining antioxidant compounds (Molyneux,
2004), 100 mg of sample were weighted and 1.5 mL
methanol (Hycel, Mexico) were added in a 2 mL conic tube.
The mixture was stirred in vortex for 20 seconds, sonicated
for 5 minutes and then centrifuged at 12,000 rpm for 10
minutes. The supernatant was extracted and filtered with
nylon syringe filter with pore size of 0.45 pym for further
analysis. 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH; Sigma-
Aldrich, U.S.A.) was prepared at a concentration of 60 %
w/v. The vegetable material sample and the DPPH radical
were placed in a 50:50 ratio. Absorbances were read in a
BIOBASE EL-10 A ELISA microplate reader at 540 nm.

Optimizing the thermal hydrolysis process

Optimization process was performed according
to a fractional factorial design with orthogonal arrays,
by using Minitab 17.1.0 software. Three factors were
selected (time, pressure and particles size) and an
orthogonal matrix was established with three levels of
variation per factor (Table 1).

Thermal hydrolysis process

For the hydrolysis, 2 g of sample were used of
each size of vegetable material and were placed in fiber
filter bags (Ankom Technology F57), with pore size of 0.25
um, with 500 mL distilled water. Then, the bags were placed
inside a Molded Aluminum Pressure Reactor. Samples
were classified as “slurry” referring to grape bagasse after
the hydrolysis treatment; and the liquid fraction derived
from the hydrolysis treatment was called hydrolyzed broth.
Total sugars were determined in these two fractions.
After obtaining results of each of the samples, they were
compared and a factorial design analysis was performed

nm. Para la curva de calibracion se utilizé glucosa (Jalmek,
México) al 0.1 %. Para la preparaciéon del reactivo DNS,
se calentaron 10 mL de agua destilada a 50 °C en un
bafio Maria (Thermo Scientific), con agitacion se agrego el
acido 3,5-dinitrosalicilico (Sigma-Aldrich, U.S.A.), hidroxido
de sodio (Jalmek, México), tartrato de sodio y potasio
(Jalmek, México), fenol (Fermont, México) y sulfito de
sodio (Fermont, México) en ese orden, se aforé con agua
destilada a 100 mL, para la conservacién se mantuvo en
oscuridad y en refrigeracion.

Analisis de compuestos antioxidantes

Para la determinacion de compuestos antioxidantes
(Molyneux, 2004), se pesaron 100 mg de muestra y se
colocaron 1.5 mL de metanol (Hycel, México) en un tubo
conico de 2 mL. Se agitdé en vértex por 20 segundos, se
sonicd por 5 min y posteriormente se centrifugd a 12,000
rpm por 10 minutos. Se extrajo el sobrenadante y se filtro
con pirinolas de nilén de poro 0.45 micrometros para su
posterior analisis. Se preparé el 2,2-difenil-1-picrilhidrasil
(DPPH; Sigma-Aldrich, U.S.A.) a una concentraciéon de 60
% p/v. Se coloco la muestra de material vegetal y el radical
DPPH en una relaciéon 50:50. Se leyeron absorbancias en
lector de microplacas BIOBASE EL-10 A ELISA a 540 nm.

Optimizacion del proceso de hidrélisis térmica

El proceso de optimizacién se realizé mediante
un disefio factorial fraccionado con arreglos ortogonales,
mediante el software Minitab 17.1.0. Se seleccionaron
tres factores (tiempo, presion y tamafio de particula) y se
establecio una matriz ortogonal L-9 con tres niveles de
variacion por factor (Tabla 1).

Proceso de hidroélisis térmica

Para la hidrdlisis se utilizaron 2 g de muestra de
cada tamano de material vegetal y se colocaron en bolsas
Filtro para fibra (Ankom Technology F57), de porosidad 0.25
micras, junto con 500 mL de agua destilada. Posteriormente
se colocaron las bolsas dentro de un reactor de presion
de aluminio vaciado. Las muestras fueron clasificadas en
“slurry”, haciendo referencia al bagazo de uva después del
tratamiento de hidrdlisis; y la fraccion liquida derivada del
tratamiento de hidrdlisis, denominada caldo hidrolizado. A
estas dos fracciones se les determind azucares totales.
Después de haber obtenido los resultados de cada una
de las muestras, se compararon y se hizo un analisis del
disefio factorial, mediante el software estadistico Minitab
(versién 17.1.0) para poder seleccionar los mejores valores.
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Table 1.
Taguchi L-9 design with three factors in three levels.
Tabla 1.
Disefo Taguchi L-9 de tres factores en tres niveles.
Treatment Time (min) Pressure (psig)* Size (mesh)
T 5 10 8
T2 5 15 12
T3 5 20 20
T4 10 10 12
T5 10 15 20
T6 10 20 8
T7 15 10 20
T8 15 15 8
T9 15 20 12

*Hydrolysis temperatures were 115, 120 and 125°C, corresponding to pressures of 10, 15 and 20

psig respectively.

*Las temperaturas de hidrdlisis fueron de 115, 120 y 125 °C, que corresponden a presiones de 10, 15

y 20 psig respectivamente.

using Minitab (17.1.0 version) statistical software to be able
to select the best values.

Statistical analysis

For processing data, Minitab (17.1.0 version)
statistical software package was used. An analysis of
variance (ANOVA) and a Tukey’s mean comparison test
were performed (p < 0.05). Results were represented as
mean * standard deviation.

Results and Discussion

The initial analysis of total and reducing sugars
in the raw material, for both grape and pomegranate,
showed that the highest concentration of total sugars in
grape bagasse. Classified by particles size, was obtained
with a size ranging from 1.40 to 1.70 mm with 2.682
mg/ml (Table 2). The highest concentration of reducing
sugars in grape bagasse was obtained with a diameter
of particles ranging from 0.85 to 1.00 mm (1.333 mg/mL).
Regarding the antioxidant activity (AOx) represented
by the DPPH content, the highest concentration was
obtained with diameter of particles ranging from 2.36 to
2.80 mm (2.43 mg/mL).

Andlisis estadistico

Para el procesamiento de los datos se utilizo el
paquete Estadistico Minitab 17.1.0. Se realiz6 un analisis
de varianza de medias (ANOVA) y prueba de comparacion
de medias Tukey (p < 0.05). Los resultados muestran los
valores promedio con la desviacién estandar obtenida.

Resultados y Discusion

El analisis inicial de azUcares totales y reductores
en la materia prima, tanto de uva como de granada,
muestra que la mayor concentracion de azucares totales
en el bagazo de uva. Clasificado por tamafo de particula
se obtuvo con un tamafio entre 1.40-1.70 mm con 2.682
mg/mL (Tabla 2). La mayor concentracién de azulcares
reductores en bagazo de uva se obtuvo con diametros de
particula entre 0.85-1.00 mm (1.333 mg/mL). En cuanto la
actividad antioxidante (AOx) representada por el contenido
de DPPH, la mayor concentracién se presentd con
diametros de particula entre 2.36-2.80 mm (2.43 mg/mL).

Para la cascara de granada, la mayor concentracion de
azucares totales se obtuvo en particulas entre 1.40-1.70
mm (4.215 mg/mL). La mayor concentracion de azucares
reductores, se obtuvo con diametros entre 0.85-1.00 mm
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Table 2.
Concentration of total and reducing sugars in grape bagasse and pomegranate
bagasse, classified by particle size.

Tabla 2.
Concentracion de azucares totales y reductores en el bagazo de uvay

bagazo de granada, clasificada por tamaio de particula.
Grape Pomegranate
Particle size TS (mg/mL) RS (mg/mL)  AOx (mg/mL) | TS (mg/mL) RS (mg/mL)  AOx (mg/mL)
2.36-2.80 mm 1.976+0.077¢  0.821+0.044°c  2.43+0.112 2.070+0.105°  1.656+0.187° 2.77+0.64°
1.40-1.70 mm 2.682+0.1042  1.017+0.054°> 2.08+0.08° 4.215+0.2122  1.646+0.086° 4.59+0.66°
0.85-1.00 mm 2.297+0.089°>  1.333+0.070* 2.31+0.10° 3.9384+0.198> 2.058+0.1072  4.95+0.60°

Averages with same letters between columns, are not statistically equals (Tukey p < 0.05). TS: Total sugars; RS: Reducing sugars;

AOx: Antioxidant activity.

Promedios con letras iguales entre cada columna, no son diferentes estadisticamente (Tukey, p < 0.05). TS: Azucares totales; RS:

Azucares reductores; AOx: Actividad antioxidante.

For pomegranate peel, the highest of total sugars was
obtained in particles ranging from 1.40 to 1.70 mm (4.215
mg/mL). The highest concentration of reducing sugars
was obtained for diameters ranging from 0.85 to 1.00 mm
(2.058 mg/mL). The highest concentration of DPPH was
obtained with diameters of particles ranging from 0.85 to
1.00 mm (4.95 mg/mL).

The above mentioned reflected that the particles size
is a factor affecting the quantification of analytes of
interest. This variation can be attributed to the easiness
of interaction of the raw material with the chemical
compound, since it allows a better surface distribution.
Jiménez Islas et al. (2012) showed the effect of the
concentration of the acid used in the hydrolysis processes
and mentioned that there can be an interference due to
the variation in the size of particles of the material, mainly
its interaction between the surface area and the acid
attack towards the particles. To improve sugars extraction
by thermal hydrolysis processes, a lower particles size
supposes lower changes in the adhesion forces among
particles of different sizes (Polachini et al., 2019).

Experimental thermal
hydrolysis treatment

analysis of the

The levels experimentally evaluated to be able to
study the thermal hydrolysis process, presented heating
and cooling profiles with times of 13+2 min and 22+2
min, respectively. Table 3 shows the analysis of variance
performed on reducing sugars data obtained from the
treatments derived from the L-9 orthogonal design. For

(2.058 mg/mL). La mayor concentracion de DPPH se
obtuvo con diametros de particula entre 0.85-1.00 mm
(4.95 mg/mL).

Lo anterior refleja que el tamafio de particula es un factor
que afecta en la cuantificacion de analitos de interés. Esta
variacion puede ser atribuida a la facilidad con la que puede
interactuar el material con el compuesto quimico, ya que
permite una mejor distribucién superficial. Jiménez Islas
et al. (2012) mostraron el efecto de la concentracion del
acido empleado en los procesos de hidrélisis y mencionan
que la interferencia se puede dar debido a la variacion
en el tamafo de particula del material, principalmente su
interaccion entre el area superficial y el ataque acido hacia
las particulas. Para mejorar la extraccion de los azucares
por procesos de termo-hidrélisis, un menor tamafio de
particula supondra menores cambios en las fuerzas de
adhesion entre particulas de diferentes tamafios (Polachini
et al., 2019).

Andlisis experimental del tratamiento de

hidrélisis térmica

Los niveles evaluados experimentalmente para
poder estudiar el proceso de hidrdlisis térmica presentaron
perfiles de calentamiento y enfriamiento con tiempos de
13+2 min y 22+2 min respectivamente. La Tabla 3 muestra
los analisis de varianza efectuados para los azucares
reductores obtenidos de los tratamientos derivados del
disefio ortogonal L-9. Para el hidrolizado liquido de uva,
los factores tiempo, presion y tamafio de particula en los
niveles individuales evaluados, no mostraron efectos
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ANOVA of the Taguchi design fo-:é:'z[:ui-ing sugars from grape residues.
Tabla 3.
ANOVA del disefio Taguchi para los azucares reductores de residuos de uva.
Hydrolysate Source DF Seq SS Adj SS Adj MS F P
Time 2 0.32786 0.32786 0.16393 1.24 0.447
Pressure 2 0.03980 0.03980 0.01990 0.15 0.869
Size 2 0.42639 0.42639 0.21319 1.61 0.383
Residual error 2 0.26502 0.26502 0.13251
Total 8 1.05906
Slurry Source DF Seq SS Adj SS Adj MS F P
Time 2 0.47264 0.47264 0.236319 26.00 0.037
Pressure 2 0.35601 0.35601 0.178004 19.58 0.049
Size 2 0.37008 0.37008 0.185042 20.35 0.047
Residual error 2 0.01818 0.01818 0.009091
Total 8 1.21691

DF: degrees of freedom; Seq SS: Sequential Sum-of-Squares; Adj SS: Adjusted Sum-of-squares; Adj MS: Adjusted Mean Square..

DF: grados de libertad; Seq SS: suma de cuadrados secuenciales; Adj SS: Suma de cuadrados ajustada; Adj MS: Cuadrado medio ajustado.

grape liquid hydrolysate, time, pressure and particles
size factors in the individual levels evaluated did not
showed significant effects (p < 0.05). However, the
model estimated by Taguchi’s analysis achieved to
determine that the best effect for releasing reducing
sugars for the hydrolysate was given by the particles
size, followed by the duration time of the process
(Figure 1).

For the slurry of grape residues, the three factors evaluated
showed a significant effect for the release of reducing
sugars (p < 0.05), being the time the factor which most
benefits the process, followed by the pressure in the system
(Figure 2).

In the case of the liquid hydrolyzed and the slurry of
pomegranate residues, time, pressure and particles size
factors in the individual levels evaluated, did not show
significant effects (p < 0.05) in either treatment.

The greatest effect for the release of reducing sugars
for the hydrolysate was given by the pressure during the
process, followed by the duration time of the process
(Figure 3); and the greatest effect for the release of
sugars in the slurry was the particles size, followed by
the time of the process (Figure 4).

significativos (p < 0.05). Sin embargo, el modelo estimado
por el analisis de Taguchi logré determinar, que el mayor
efecto para la liberacién de azucares reductores para el
hidrolizado esta dado por el tamafio de particula, seguido
por el tiempo de duracién del proceso (Figura 1).

Para el slurry de residuos de uva los tres factores evaluados
mostraron un efecto significativo para la liberacion de
azucares reductores (p < 0.05), siendo el tiempo el factor
que mas beneficia al proceso, seguido de la presion en el
sistema (Figura 2).

En el caso del hidrolizado liquido y del slurry de los residuos
de granada, los factores tiempo, presion y tamafio de
particula en los niveles individuales evaluados, no mostraron
efectos significativos (p < 0.05) en ambos tratamientos.

El mayor efecto para la liberacion de azlcares reductores
para el hidrolizado esta dado por la presién en el proceso,
seguido por el tiempo de duracion del proceso (Figura 3); y
el mayor efecto para la liberaciéon de azucares en el slurry,
fue el tamafo de particula, seguido del tiempo del proceso
(Figura 4).

La diferencia en los ANOVAs y el impacto de los factores
evaluados en la liberacion de los azicares monoméricos
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Figure 1. Main effects for the means of reducing sugars in the grape hydrolysate.
Figura1. Efectos principales para las medias de azucares reductores en el hidrolizado de uva.
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Figure 2. Main effects for the means of reducing sugars in the grape slurry.

Figura 2. Efectos principales para las medias de aztcares reductores liberados en el
slurry de uva.
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Table 4.
ANOVA of the Taguchi design for reducing sugars from pomegranate residues.
Tabla 4.
ANOVA del disefio Taguchi para los azucares reductores de residuos de granada.
Source DF Seq SS Adj SS Adj MS F P
Time 2 1.2535 1.2535 0.6268 0.53 0.652
Pressure 2 1.1289 1.1289 0.5644 0.48 0.675
Hydrolysate
Size 2 0.5560 0.5560 0.2780 0.24 0.808
Residual error 2 2.3454 2.3454 1.1727
Total 8 5.2838
Source DF Seq SS Adj SS Adj MS F P
Time 2 1.549 1.549 0.7745 0.24 0.808
Pressure 2 1.463 1.463 0.7317 0.22 0.817
Slurry
Size 2 3.238 3.238 1.6189 0.50 0.668
Residual error 2 6.521 6.521 3.2604
Total 8 12.771

DF: degrees of freedom; Seq SS: Sequential Sum-of-Squares; Adj SS: Adjusted Sum-of-squares; Adj MS: Adjusted Mean Square.

DF: grados de libertad; Seq SS: suma de cuadrados secuenciales; Adj SS: Suma de cuadrados ajustada; Adj MS: Cuadrado

medio ajustado.

The difference detected in ANOVAs and the impact of the
factors evaluated in the release of monomeric sugars can
be due to the characteristics of the vegetable material.
When using residues of industrial processes where sugars
are required as raw material, they lack of hydro-soluble
available sugars for their aqueous extraction at low time
and temperature conditions.

Analyzing and optimizing thermal hydrolysis conditions
for grape residues showed that time-size and pressure-
size interactions presented the highest severity indexes
(27.41 % and 20.76 % respectively). For pomegranate
residues, the most critical interaction with 34.29 % of
severity was the pressure-size one. The particles size
makes the hydrolysis easier, due to the extension of
the contact area, in addition to improve solubility for the
smaller particles sizes (Grajales Martinez et al., 2018).

Therefore, the conditions that most favored the release
of reducing sugars of grape residues hydrolysates can
be determined, such as: time of 10 minutes, pressure
of 10 psi and size of 1.40-1.70 mm; while for slurry,
they were: time of 15 minutes, pressure of 15 psi and
size of 2.36-2.80 mm. The conditions for pomegranate
residues hydrolysates were time of 15 minutes,
pressure of 20 psi and size of 1.40-1.70 mm; while for

se puede deber a las caracteristicas del material vegetal.
Al emplear los residuos de procesos industriales donde se
requieren los azlcares como materia prima, estos carecen
de azucares hidrosolubles disponibles para extraccion
acuosa a bajas condiciones de tiempo y temperatura.

Elandlisis y optimizacién de las condiciones de hidrdlisis térmica
para los residuos de uva mostraron que las interacciones entre
tiempo-tamafio y presion-tamafio presentan los mayores
indices de severidad (27.41 % y 20.76 % respectivamente).
Para los residuos de granada, la interaccién mas critica con el
34.29 % de severidad fue la de presion-tamafio. El tamafio de
particula facilita la hidrdlisis, debido a la ampliacion del area de
contacto, ademas de solubilizarse en mayor medida a tamafios
mas pequerfios de particula (Grajales Martinez et al., 2018).

Con lo anterior, se pudo determinar las condiciones que
mas favorecen la liberacion de azucares reductores de
hidrolizados de residuos de uva, como son: tiempo de 10
min, presion de 10 psi y tamafio de 1.40-1.70 mm; mientras
que para el slurry son: tiempo de 15 min, presion de 15
psi y tamafo de 2.36-2.80 mm. Las condiciones para los
hidrolizados de residuos de granada son: tiempo de 15 min,
presion de 20 psi y tamafio de 1.40-1.70 mm; mientras para
el slurry: tiempo de 5 min, presion de 15 psi y tamafo de
2.36-2.80 mm.
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Figure 3. Main effects for the means of reducing sugars in the pomegranate hydrolysate.

Figura3. Efectos principales para las medias de aztcares reductores liberados en el
hidrolizado de granada.
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Figure 4. Main effects for the means of reducing sugars in the pomegranate slurry.

Figura 4. Efectos principales para las medias de azlcares reductores liberados en
el slurry de granada.
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Table 5.
Sugars and antioxidant (AOx) content comparison from the grape and
pomegranate and the thermo-hydrolysis properties.
Tabla 5.
Comparacion del contenido de aziicares y capacidad antioxidante (AOx) de la uva
y granada, y los derivados del proceso de termo-hidrdélisis.

Glucose (mg/ml) AOXx (mg/ml)
Grape-Initial 1.31£0.04° 2.27+0.182
Grape-Hydrolysate 1.77+0.022 0.99+0.53°
Grape-Slurry 1.76+0.04° 1.64+0.14°
Pomegranate-Initial 2.08+0.02° 4.1040.17¢2
Pomegranate-Hydrolysate 3.18+0.032 2.24+0.13°
Pomegranate-Slurry 2.33+0.04° 2.21+0.40°

slurry, they were: time of 15 minutes, pressure of 15 psi
and size of 2.36-2.80 mm.

The conditions achieved a better extraction of reducing
sugars content (Table 5), allowing to generate an added
value to these residues, and being able to use them as a
substrate in diverse processes for obtaining biomolecules
or biofuels.

In both vegetable residues, the hydrolysis process
achieved to increase reducing sugars extraction
present in vegetables, compared to initial values of the
respective grape and pomegranate values. The quantity
of water absorbed in the particles allows to give access
to water molecules, helping swell the vegetable material,
generating amorphous regions and favoring the hydrolysis
process (Kapoor et al., 2019).

Hydrolysis treatments achieved to convert recalcitrant
vegetable wall, mainly made up by lignin, into hemicellulose
compounds of higher availability for monomeric sugars.
Zietsman et al. (2017) identified that the thermal treatment
to which their grape residues samples were submitted
managed to eliminate pectin and to increase released
carbohydrates (xylan, xyloglucan, cellulose and mannan
polymers) in the supernatants obtained. Dos Santos
Rocha et al. (2017), when performing hydro-thermal
treatments studies on sugarcane bagasse, reported that
thermal treatments can remove hemicellulose up to 85
%, favoring the conversion of complex carbohydrates into
oligomers and monomers.

Las condiciones antes mencionadas, logran una mejor
extraccion del contenido de azucares reductores (Tabla 5),
lo que permite generar un valor agregado a estos residuos,
y poderlos emplear como sustrato en diversos procesos
para la obtencién de biomoléculas o biocombustibles.

En ambos residuos vegetales, el proceso de hidrdlisis
logra incrementar la extraccion de los azucares reductores
presentes en los vegetales, comparado con los valores
iniciales de las respectivas muestras de uva y granada. La
cantidad de agua absorbida en las particulas permite dar
acceso a las moléculas de agua, lo que ayuda a hinchar el
material vegetal, generando regiones amorfas y favorecer
el proceso de hidrolisis (Kapoor et al., 2019).

Los tratamientos de hidrolisis logran convertir la pared
vegetal recalcitrante, conformada principalmente por lignina,
en compuestos de hemicelulosa de mayor accesibilidad
hacia los azicares monoméricos. Zietsman et al. (2017)
identificaron que el tratamiento térmico al que sometieron
sus muestras de residuos de uva logré eliminar la pectina
incrementar los carbohidratos liberados (xilano, xiloglucano,
celulosa y polimeros de manano) en los sobrenadantes
obtenidos. Dos Santos Rocha et al. (2017) al realizar
estudios de tratamientos hidrotérmicos sobre bagazo de
cafa de azucar, reportan que los tratamientos térmicos
pueden remover la hemicelulosa hasta un 85 % favoreciendo
la conversion de carbohidratos en oligémeros y mondémeros.

Las condiciones de presion (temperatura) y tamafios de
particula evaluadas logran remover la lignina de la fase liquida
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Pressure (temperature) conditions and particles size
evaluated achieved to remove lignin from the liquid phase
(hydrolysate), being more evident in pomegranate residues
than in grape residues (Table 4). The low quantity of glucose
in hydrolysate grape can be due to the conversion of initial
monomeric sugars into hydroxymethylfurfural and furfural
(Dos Santos Rocha et al., 2017).

The analysis of the antioxidant capacity of materials of
grape bagasse and pomegranate residues were observed
to be related to times of residence and temperature, due
to the characteristics presented by proanthocyanidins,
anthocyanins and flavonoids when being submitted
to hydrolysis and when increasing hydrolysis times
(Petrovi¢ et al., 2016), which represents a decrease in
its antioxidant activity when being submitted to higher
times and temperatures of the thermal process. The
antioxidant activity is related to phenolic compounds
present in the vegetable material and to the derivatives
of lignin degradation by thermal treatment. In the case of
grape and pomegranate hydrolysates, reductions of the
antioxidant effect were shown in samples treated with
thermal hydrolysis. The concentration and the type of
phenolic compounds present in the hydrolysates depend on
operating conditions (temperature and residence times), as
well as on the treated lignocellulosic material and its initial
phenolic compounds content (Moure et al., 2017).

Conclusion

The thermal hydrolysis process managed to
release a higher quantity of sugars in grape and pomegranate
samples, compared with the initial ones. The release of
reducing sugars indicated that the thermal hydrolysis process
as a pretreatment managed to remove the vegetal lignin and
to give availability to the present sugars.

The time of the process and the particles size are
determining factors in the hydrolysis process. The exposure
time is clearly a variable to be considered in the future,
above all if higher concentrations are wanted in sugars
extraction of agro-industrial residues.
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monomeéricos iniciales en hidroximetilfurfural y furfural (Dos
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Los analisis de la capacidad antioxidante en los materiales
de bagazo de uva y residuos de granada se ven relacionados
con los tiempos de residencia y temperatura, debido a
las caracteristicas que presentan las proantocianidinas,
antocianinas y flavonoides de sufrir hidrdlisis conforme se
incrementan los tiempos de hidrélisis (Petrovi¢ et al., 2016),
lo que representa una baja en su actividad antioxidante
al ser sometidas a mayores tiempos y temperaturas de
proceso térmico. La actividad antioxidante esta ligada a los
compuestos fenolicos presentes en el material vegetal y a los
derivados de la degradacion de la lignina por el tratamiento
térmico. En el caso de los hidrolizados de uva y granada,
se mostraron reducciones en el efecto antioxidante de las
muestras tratadas con la termo-hidrélisis. La concentracion y
el tipo de compuestos fendlicos presentes en los hidrolizados
dependen de las condiciones de operacion (temperatura y
tiempos de residencia) asi como del material lignocelulésico
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(Moure et al., 2017).

Conclusion

El proceso de hidrolisis térmica logré liberar
una mayor cantidad de azucares en las muestras de
uva y las muestras de granada, comparadas con las
iniciales. La liberacion de reductores indica que el
proceso de termo-hidrélisis como pretratamiento logra
remover la lignina vegetal y dar disponibilidad para los
azlcares presentes.

El tiempo del proceso y el tamafio de particula tienen un
factor determinante en el proceso de hidrdlisis. Queda
claro que el tiempo de exposicién es una variante para
considerar en el futuro, sobre todo si se desea llegar a
mayores concentraciones en la extraccion de azucares de
residuos agroindustriales.
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