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Resumen

En la hidrélisis acida de la biomasa vegetal, los
polisacaridos son convertidos a monosacaridos,
correspondientes a la materia prima bésica para la
biorrefineria en procesos de base fermentativa. En este
trabajo se evalu6 el efecto de la hidrolisis &cida de
carcaras de naranja (Citrus sinensis) para la conversion de
celulosa a carbohidratos reductores. El proceso de
hidrdlisis se llevd a cabo con &cido sulfurico a diferentes
concentraciones (0.25-1.0 %v/v), temperatura (110-125
°C) y tiempo de reaccién (10-30 min). Se realizaron
determinaciones de azlcares reductores (AR) mediante
fotocolorimetria y &cido dinitrosalicilico (DNS). El
analisis bromatoldgico permitio cuantificar el contenido
de humedad, cenizas, extracto etéreo, asi como
porcentajes de celulosa, hemicelulosa y lignina de la
biomasa lignoceluldsica. También se realizéd el andlisis
por microscopia electronica de barrido (SEM) vy
espectroscopia infrarroja (FT-IR) de la biomasa para
evidenciar la modificacién fisica y estructural promovida
por la hidrélisis. Las condiciones que favorecieron mayor
conversion a carbohidratos reductores fueron el
tratamiento con &cido sulfurico al 0.50 y 0.75 % durante
30 min de reaccion a 125 °C obteniéndose como méximo
0.38 g de AR/g biomasa seca. Los resultados obtenidos
muestran la posibilidad de implementar mecanismos de
pretratamiento tendientes a generar insumos de valor
agregado como los azucares y el bioetanol.

Residuos de naranja, hidrolisis acida, azlcares
reductores, analisis proximal

Abstract

In acid hydrolysis of plant biomass, the polysaccharides
are converted to monosaccharides, which corresponds to
the basic raw material for biorefinery in fermentation-
based processes. This work was aimed at investigating
the effect of the acid hydrolysis on orange peels (Citrus
sinensis) to evaluate the conversion of cellulose to
reducing carbohydrates. The hydrolysis process was
carried out with sulfuric acid at different concentrations
(0.25-1.0% v / v), temperature (110-125 ° C) and reaction
time (10-30 min). Reducing sugars (AR) were determined
using photocolorimetry and dinitrosalicylic acid (DNS).
The bromatological analysis allowed to quantify the
moisture content, ashes, ethereal extract, as well as
percentages of cellulose, hemicellulose and lignin of the
lignocellulosic biomass. Scanning electron microscopy
(SEM) and infrared spectroscopy (FT-IR) of the biomass
were also performed to demonstrate the physical and
structural modification promoted by the hydrolysis. The
conditions favoring greater conversion to reducing
carbohydrates were the treatment with sulfuric acid at
0.50 and 0.75% for 30 min of reaction at 125 ° C. The
results show the possibility of implementing pretreatment
mechanisms tending to generate value added inputs such
as sugars and bioethanol.

Orange waste, acid hydrolysis, reducing sugars,
proximate analysis
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Introduccion

La creciente necesidad de ampliar de modo
sostenible el uso de fuentes renovables de
energia para proporcionar mayor seguridad al
suministro energético y reducir los impactos
ambientales asociados a los combustibles
fosiles, encuentra en los residuos citricos una
alternativa econdémicamente viable y con
significativo potencial de expansion. Esto
puede ser un elemento de partida para la mejor
utilizacion de los recursos y la disminucion de
la contaminacion  ambiental  generada
particularmente por la agroindustria de pulpas
y jugos. Los residuos citricos estan
constituidos principalmente por celulosa,
hemicelulosa y lignina, su composicién varia
dependiendo del origen del material
(Taghizadeh-Alisaraeia et al., 2017; Mejia-
Trejo et al., 2016).

La utilizacion de materiales
lignocelulésicos se  estd investigando
intensamente, debido a que éstos representan
el mayor componente de los residuos agricolas
y desechos agroindustriales en el mundo,
constituyendo una fuente abundante y segura
de recursos renovables y energia (Alfenore y
Molina-Jouve, 2016; Zabed et al., 2017,
Sharma et al., 2017; Mejias-Brizuela et al.,
2016; Guarneros-Flores et al., 2016). El uso de
lignocelulosa disminuye el posible conflicto
con el uso de la tierra para la produccién de
alimentos, al mismo tiempo que constituye
materia prima méas barata que las materias
primas convencionales de tipo agricola.

Por otra parte, los biocombustibles
elaborados de lignocelulosa generan muy bajas
emisiones de gases de efecto invernadero,
reduciendo impactos ambientales,
especialmente de cambio climatico. Seidl y
Goulart (2016) indican que actualmente estos
residuos estan siendo subutilizados y en la
mayoria de los casos causando serios
problemas de contaminacién ambiental debido
a la deficiencia en su disposicion final.
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A pesar de que son potencialmente
buenos para ser empleados como materia
prima en la produccion de azucares, biomasa
microbiana, produccion de acidos organicos,
alcoholes, entre otros. La biomasa
lignocelulésica  presenta una  estructura
compleja, por lo que su conversion a etanol
comprende dos etapas generales: la primera de
pretratamiento e hidrdlisis (Dewan et al., 2013;
Negahdar et al., 2016); donde se obtienen los
azucares simples fermentables (glucosa y
xilosa), y la de fermentacion en la cual estos
azucares son convertidos en etanol por la
accion de los microorganismos (Boluda-
Aguilar y Lépez-Gomez 2013; Choi et al.,
2013).

Dicha fermentacion estd influenciada
por factores como la concentracion de
azlcares en el sustrato y el microorganismo
fermentativo empleado. Se han desarrollado
diversos tratamientos para lograr que los
materiales  lignocelulésicos  sean  mas
susceptibles a la sacarificacion, dentro de éstos
se incluyen los tratamientos fisicos, quimicos
y enzimaticos (Santi et al., 2014). Como
tratamiento fisico, el triturado y molienda
disminuyen el indice de cristalinidad y el grado
de depolimerizacion de la celulosa, aunque
también permiten aumentar la superficie de
contacto con reactivos y enzimas, segin lo
reporta Yoon et al. (2014). Por otra parte,
Cortés y Bridgwater (2015) evaluaron el efecto
de la temperatura, concentracion y tiempo de
residencia en procesos de hidrdlisis acida.

De acuerdo con lo anterior, el objetivo
del presente trabajo se centrd en el estudio de
caracterizacion fisico-quimica e hidrolisis
acida con H.SO4 diluido de la céascara de
naranja (CN), a condiciones controladas de
reaccion con el proposito de alcanzar una
elevada conversion a carbohidratos reductores.
A cada tratamiento aplicado se le efectuaron
pruebas de concentracibn de azlcares
reductores (AR) mediante el método DNS
(&cido 3,5-dinitrosalicilico).
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Metodologia
Materiales

La biomasa empleada en el presente estudio
fue obtenida de frutos frescos de naranja, los
cudles fue necesario lavar con agua destilada
para eliminar residuos y demas particulas
presentes en la superficie. Posteriormente se
realizaron cortes unicamente de la cascara, se
pesaron y sometieron a secado con el proposito
de remover el agua para conservacion del
material y mejor control de las variables del
proceso y a su vez aplicar tratamientos de
hidrolisis.

El secado se prolong6 hasta obtener peso
constante y se realizé en un horno con flujo de
aire forzado a una temperatura de 60 °C. El
material seco fue molido en molino de discos
y tamizado para obtener tamafios de particula
a través de tamiz No. 80, el cual diluye sin
problemas y facilita la hidrolisis por la
ampliacion del area de contacto.

Para determinar la proporcion de
hidratacion, fue necesario preparar soluciones
con 2.5, 5y 10 %p/v de materia seca y se
encontr6 que la mejor condicion de la muestra
para la hidrolisis es la solucion al 2.5 %pl/v,
con la cual se trabajaron los ensayos
experimentales.

Analisis proximal

La composicién proximal de la biomasa
implico cuantificar el contenido de humedad,
fibra cruda, proteina cruda, cenizas y extracto
etéreo. Lo anterior, permitio determinar los
porcentajes de celulosa, hemicelulosa y lignina
en base a AOAC (1998). Cada analisis se
realiz6 por triplicado.
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Proceso de hidrdlisis acida

La hidrolisis acida se llevé a cabo con acido
sulfarico diluido, partiendo de una solucion
concentrada (96.7%) que se diluyd a
concentraciones de 0.25, 0.5, 0.75 y 1.0 %v/v.
A estas soluciones se les adicioné el solido
seco (cascara de naranja en polvo), se mezcl6
perfectamente y se dejo reaccionar durante 10,
20 y 30 min, manteniendo temperaturas
constantes en el intervalo de 110 a 125 °C en
incrementos de 5 °C.

Estos ensayos se llevaron a cabo
empleando peso constante de sélido seco (2.5
%p/v). Lo anterior permitié estudiar el
comportamiento de las variables sobre el
proceso de hidrolisis con el propdsito de
evaluar las mejores condiciones de produccion
de azUcares reductores.

Finalizado el proceso de hidrdlisis, las
muestras fueron centrifugadas durante 5 min a
1500 rpm sin  neutralizacion  previa.
Finalmente, el liquido sobrenadante se empled
para la determinacién de azlcares reductores
por el método DNS.

Determinacion de azlcares reductores

La cuantificacion de carbohidratos reductores
en los hidrolizados se determiné utilizando el
método fotocolorimétrico DNS (Dobois et al.,
1956). ElI 4cido 3,5-dinitrosalicilico en
presencia de calor reduce el &cido 3-amino-5-
dinitrosalicilico por los azlcares reductores
presentes, desarrollandose un color amarillo-
café el cual es estable hasta por 24 horas.

La lectura se realizd6 a 575 nm en un
espectrofotometro  UV-Vis Perkin  Elmer
Lambda. ElI método permiti6 medir las
unidades reductoras presentes en los azucares.
Los datos experimentales para la curva de
calibracion de azucares reductores se
procesaron en Excel.
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Resultados y discusiones
Andlisis proximal

La caracterizacion de la biomasa se realizd
mediante andlisis proximal; los resultados se
presentan en la Tabla 1. El contenido de
hemicelulosa esta presente en 26.45%. Dicho
contenido corresponde a una cantidad
significativa de hexosas y pentosas, segun lo
reportado en trabajos previos (Ververis et al.,
2007). La cantidad de celulosa se ubicO en
9.93%. Es evidente que el bajo nivel de lignina
(2.81%) favorece el proceso de hidrolisis
generando mayor susceptibilidad para su
degradacion.

Lo anterior no tiene implicaciones
potenciales para inhibir la eficacia del proceso
de pretratamiento en la liberacion de
carbohidratos. Por otra parte, la muestra
analizada contiene 7.59% de proteina total.
Cabe resaltar que estos resultados se
encuentran en el rango de proteina cruda que
varios investigadores han reportado (Li et al.,
2010).

De la misma forma, las fracciones de
fibra detergente neutro y fibra detergente &cido
se encuentran en los rangos de los datos
publicados en otras frutas comunes
(Hernandez-Montoya, 2009). Por otro lado, la
muestra estudiada inicialmente contenia
elevado porcentaje de humedad, esto puede
traducirse en un periodo de vida Util mas corta
para la materia prima, ya que esta mas
propensa al deterioro quimico, enzimatico y
microbiologico, motivo por el cual requiere
deshidratarse, ademas permite mejor control
de las variables del proceso.

Componente Cantidad (%p/p)
Hemicelulosa 26.45

Celulosa 9.93

Lignina 2.81

Proteina 7.59

Fibra detergente neutro  |39.19

Fibra acido detergente  [12.74

Tabla 1 Composicién de la cascara de naranja en base
seca
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Cuantificacion de azUcares reductores

Las curvas de absorcion son caracteristicas de
diferentes azucares y el maximo se observa
generalmente a 490 nm para hexosas, mientras
que para pentosas se ubica a 480 nm (Figura
1).La dependencia de la absorbancia con
respecto a la concentracion del azlcar estandar
empleado para la construccion de la curva de
calibracion permitio realizar la cuantificacion
de azucares reductores.

De acuerdo a la Figura 1, las
absorbancias maximas se mostraron cercanas a
490 nm, teniendo una diferencia en la
pendiente de la linea de calibracion de
aproximadamente 13% con respecto a 480 nm,
esto debido a que la longitud de onda con
absorcion méaxima varia considerablemente
con respecto al tipo de monosacérido.

En este caso, los carbohidratos presentes
en el sustrato propuesto se atribuyen
principalmente a hexosas (glucosa, fructosa y
galactosa). De esta manera, posterior al
proceso de hidrolisis y a partir de la grafica de
los diferentes patrones de glucosa medidos a
490 nm se pudo establecer el contenido de
azUcares reductores presentes en la biomasa
hidrolizada.

Dependencia del contenido de AR respecto
a temperatura, concentracion y tiempo de
contacto.

Se determind la dependencia de la conversion
de la biomasa a carbohidratos reductores en
funcion de la temperatura, concentracion de
acido y tiempo de reaccion (Figuras 2 'y 3). En
la Figura 2, se evidencia que la maxima
concentracion de azucares reductores con un
tiempo de reaccion de 10 min se obtuvo con
0.75% de acido, mientras que la conversion
méaxima a partir de 30 min de reaccion se
generd con 0.5% de acido (Figura 3).
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En todos los experimentos, se observo
una disminucion en el contenido de
carbohidratos  posterior a la méxima
conversion y puede atribuirse a la degradacion
de los carbohidratos y la subsecuente
transformacion a productos secundarios.

1,7 o
15 0480 nm y=0,0165x-0,0133
° 1 5490mm Rz =0,9978 °
1,3 -
o 1,1 A
2
@ 0,9
2
g 07
2 y =0,0144x - 0,0137
< 05 R2=0,9969
03
0.1
'0,1 T T T T i '
0 20 40 60 80 100

Concentracion mg/L

Figura 1 Diferentes patrones de glucosa para la
determinacion AR

Las condiciones mas favorables para el
proceso de hidro6lisis fueron: concentracion de
acido entre 0.5y 0.75 %v/v a 125 °C y tiempo
de contacto de 30 min. La variacion general de
gramos de AR respecto a gramos de materia
seca del total de muestras analizadas se ubico
entre 0.13 y 0.38. Cabe notar que
incrementando la concentracion de H2SO4 se
evidencia un aumento en la liberacion de
azucares reductores en el pretratamiento,
alcanzandose un maximo al 0.75% (v/v) de
H2SO4 en ambos tiempos de reaccion (10 y 30
minutos).

Con ello, se puede inferir que una
concentracion de H2SO4 mayor a 0.75% (v/v)
no libera una mayor cantidad de azlcares
reductores, ademas es posible que exista una
degradacion de azlcares a otros productos
como furfural o HMF. Cuando se comparan
los tiempos de reaccidn se tiene que en todas
las concentraciones de H2SOs4, a un mayor
tiempo de exposicion, mayores son las
concentracion  de  azlcares  reductores
obtenidos (Figura 3).
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Figura 2 Dependencia del contenido de AR con
respecto al tiempo (10 min.)
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Figura 3 Dependencia del contenido de AR respecto al
tiempo (30 min.)

Adicionalmente, cabe notar que en cada
sustrato al aumentar el tiempo de reaccion y la
concentracion de H»SOs, la liberacion de
azlcares reductores incrementa, cuyo mayor
valor se obtiene a concentraciones de 0.5 y
0.75% (v/v) y un tiempo de reaccion de 30 min
(Figura 4). De este resultado se puede deducir
que no podria obtenerse una mayor liberacion
de azucares reductores si se aumentara aun
mas la concentracion de H>SOa o el tiempo de
exposicion.
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El hecho de que la biomasa empleada
pudiese necesitar una mayor concentracion de
acido sulfarico para la liberacién de azlcares
se podria explicar por la existencia de mayor
porcentaje de lignina en el sustrato. A una
mayor cantidad de lignina se dificulta la
ruptura del material lignocelulésico y la
solubilizacion de la hemicelulosa, debido a que
la lignina forma una matriz protectora al
ataque de microorganismos para procesos
posteriores como la fermentacion.

La Figura 5 muestra la dependencia
global de conversion a AR en funcion de la
concentracion de acido. Se evidencia que la
méaxima concentracion de AR se obtiene con
0.5% de acido. Como se indicd previamente,
La disminucidn que se observa posterior a la
maxima conversion se deriva de la
degradacion de los AR y la subsecuente
transformacion a productos secundarios.
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Figura 4 Cantidad de AR méxima en funcion de la
concentracion de 4cido

A partir de los resultados anteriores se puede
establecer que el tiempo de exposicion y la
concentracion de H2SOs4 juegan un papel
importante, ya que en las minimas condiciones
utilizadas no se observan cambios en la
materia prima. Para verificar el efecto de la
temperatura se realizd un ensayo adicional
preparando una solucion que solo contenia
agua y el sustrato, mantenidos durante 30
minutos a 120 °C.
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De este ensayo se obtuvieron valores
por debajo de 0.2 g azUcares reductores/g
muestra seca, por lo que se concluye que el
efecto de la temperatura no es suficiente para
la liberacion de azucares desde la materia
prima.

Caracterizacion de la biomasa por
espectroscopia infrarroja (FT-IR)

El espectro FT-IR de la cascara de naranja
natural (a) e hidrolizada (b) con acido sulfurico
se indica en la Figura 5. Como se observa, la
banda ancha de absorcion comin cercana a
3400 cm™ fue debido a las vibraciones de
tension del O-H debido a la presencia de
grupos alcoholes R-OH caracteristicos de la
celulosa. Ademas, se muestra el cambio en la
banda de 3000-2900cm, por lo que establece
la participacion de los grupos C-H.

Se observa la disminucion de la banda de
absorcion de 1500 a 1750 cm™ del grupo C=0
caracteristico de la lignina. Los picos
localizados en 1132 y 1012 cm™ muestran la
contribucion de los grupos C-O-C de los
polisacaridos presentes (Li et al., 2010).

Transmitancia (%)

T T T
3550 3050 2550 2050 1550 1050 550
Numero de onda (cm)

Figura 5 Espectro FTIR de la cascara natural (a) y
cascara de naranja hidrolizada (b)
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Conclusiones

Después de realizar el proceso de
pretratamiento por hidrélis acida al residuo
propuesto para el aprovechamiento del
contenido lignocelulésico se lleg6 a las
siguientes conclusiones:

La caracterizacion de la céscara de
naranja evidencié que es un tipo de biomasa
potencial para la extraccion de metabolitos
fermentables, debido al contenido de
carbohidratos que poseen y que estan
representados en forma global por celulosa y
hemicelulosa.  Estos componentes  son
biopolimeros que se constituyen en la materia
prima necesaria para diferentes procesos de
biodegradacion conducentes a la obtencion de
productos de valor agregado.

En el proceso de hidrdlisis acida se
obtienen altas concentraciones de azlcares
reductores (>35%) en el tratamiento con acido
sulfarico al 0.50 y 0.75 % durante 30 min de
reaccion a 125 °C. La principal ventaja del
tratamiento con acido sulfarico diluido es la
baja cantidad de acido requerido en el proceso,
pero la temperatura para generar la hidrolisis
es alta.

El pretratamiento realizado genera un
rendimiento de azUcares promedio al comparar
con procesos de hidrolisis similares. Cabe
seflalar que se podrian obtener mejores
conversiones de glucosa, mejorandose las
sacarificaciones a través de pruebas de cargas
enzimaticas.

El pretratamiento &cido no es suficiente
para maximizar el grado sacarificacion por lo
que es necesario complementar el proceso
mediante hidrolisis enzimética.

Condiciones extremas de hidrélisis (por
ejemplo: incremento en la concentracion de
acido sulfarico) no generan mayor liberacion
de azucares reductores en la sacarificacion, ya
gue con ellas pudo existir en el pretratamiento
una degradacion de azlcares a otros productos.
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Los resultados de este trabajo
constituyen una primera etapa de recoleccion
de datos a nivel laboratorio tendiente al disefio
de estrategias para el aprovechamiento y
tratamiento de los residuos citricos por medios
biotecnologicos y, por tanto ecoldgicamente
limpios.
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