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RESUMEN

En México se generan cerca de 76 millones de toneladas al afio de residuos
organicos, gran parte de ellos provienen de la industria de alimentos, del sector
agroindustrial y del domeéstico, sin embargo, esto se ha convertido en una
problematica, debido a que no existe una conciencia ambiental clara para su
manejo. Los efectos negativos que provocan cuando son arrojados al suelo son la
generacion de lixiviados, contaminacion de mantos acuiferos, y la emision al aire
de gases de efecto invernadero provenientes de su descomposicidn microbiana

bajo condiciones no controladas.

Durante el procesamiento de frutos citricos se generan residuos agroindustriales
formados por cascaras, semillas y pulpas que representan alrededor del 50% de la
masa inicial introducida. Surge entonces la estrategia implementada
recientemente en el grupo de investigacion, donde se considera el
aprovechamiento integral de las cascaras de frutos citricos de temporada, con el
propésito de obtener aceites esenciales, pectina y celulosa. Por otro lado, en el
presente trabajo se exploré el potencial que tiene el bagazo (endocarpio residual
libre de jugo) proveniente de los frutos toronja y mandarina, cuya produccion anual
a nivel nacional en 2016 fue de 425 mil toneladas para toronja y 291 mil toneladas
para mandarina segun el SIAP (Servicio de Informacién Agroalimentaria vy
Pesquera). La toronja y mandarina pertenecen al género Citrus, la composicion
proximal de sus bagazos es rica en celulosa, hemicelulosa, pectina y lignina, los
cuales al ser hidrolizados podrian producir en primera instancia azucares

reductores, y con una operaciéon posterior un biocombustible.

Se realizd el pretratamiento alcalino de los bagazos de toronja y mandarina
usando tres diferentes temperaturas (50°C, 70°C y 90°C) y tres concentraciones
de hidroxido de sodio (1,25%, 2,5% y 3,75% m/m), con el fin de mejorar la
sacarificacion del material lignocelulésico presente en cada bagazo. Se utilizaron

dos cocteles enzimaticos comerciales de pectinasa (Pectinex Novozymes,
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Dinamarca) y celulasa (NS-22192, Novozymes, Dinamarca) para encontrar aquel

procesamiento que favorezca una mayor produccion de azucares reductores.

El pretratamiento mas eficiente para la obtencidn de glucosa a partir de residuos
de mandarina se obtuvo al utilizar una concentracion 2,75% m/m de NaOH y una
temperatura de 90°C, y una posterior sacarificacion mediante una mezcla
enzimatica pectinasa y celulasa. Para toronja las mejores condiciones resultaron
con 1,25% m/m de NaOH y una temperatura de 90°C. La mezcla enzimatica de
ambos cocteles (celulasa y pectinasa al 1% m/m de proteina) fue la que produjo la

mayor cantidad de azucares reductores.

En un primer acercamiento se evalué si el pretratamiento alcalino suave realizado
a ambas pulpas permitia generar hidrolizados con caracteristicas adecuadas para
ser transformados hacia etanol utilizando una cepa de Saccharomyces cerevisiae
(Lallemand, EUA), obteniendo una concentracibn maxima de 22mg/mL de etanol
para mandarina y 20 mg/mL para toronja al inocular 8,46mg de cepa liofilizada en

30g de material seco.

También se probd la factibilidad de los hidrolizados de pulpa de toronja para ser
transformados en una mezcla gaseosa de metano y CO:2 a partir de la inoculacion
de liguido ruminal a una temperatura de 40°C. Se metaboliz6 cerca del 47% de la
glucosa en el hidrolizado y al diluirlo diez veces se metaboliza practicamente toda

la glucosa.
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INTRODUCCION

Durante las ultimas décadas ha habido una tendencia creciente a la valorizacion
de productos agricolas crudos. A medida que las poblaciones se han vuelto mas
urbanizadas esta tendencia ha ido en aumento. Dentro de la globalizacién de la
industria alimentaria la demanda de jugo y de bebidas en general se ha ampliado
notablemente. Sin embargo, se observa que solo unas cuantas frutas y verduras
han llegado a ser parte de la cartera exitosa de productos de las grandes
empresas, dentro de las que se encuentran algunos de estos citricos. Zumos tales
como el de naranja, uva, pifia, toronja, manzana, tomate y sus mezclas estan bien

posicionados en los paises desarrollados.

Sin embargo, hoy en dia enfrentamos un fuerte problema de contaminacién
ambiental y es de suma importancia encontrar alternativas para evitar esta
situacién y de ahi retomar la idea propuesta por Anastas y Warner (1998) sobre
practicar la quimica verde, que consiste en disefiar productos y procesos quimicos
que reduzcan o eliminen el uso y la generacion de compuestos peligrosos o
contaminantes, ademas de promover la innovacién en la quimica con beneficios

econémicos y ambientales.

Existe evidencia cientifica en que partiendo de los residuos de procesadoras de
citricos puede obtenerse una amplia gama de productos con alto valor, ya sea
partiendo de bagazo, cédscaras o semillas. Se ha encontrado que el bagazo
contiene varios mono y disacaridos residuales adheridos, siendo los principales
glucosa, fructosa y sacarosa. Su matriz estd compuesta por polisacaridos tales
como celulosa, hemicelulosa y pectina (Ting y Deszyck, 1961). Estos ultimos al ser
hidrolizados con enzimas como pectinasas, celulasas, y beta-glucosidasa,
permiten producir glucosa, fructosa, galactosa, arabinosa, xilosa, ramnosa, y acido
galacturénico (Nishioy y Nagai, 1979; Marshall y cols, 1985; Ben-Shalom, 1986;
Echeverria y cols., 1988; Grohmann y Baldwin, 1992; Grohmann y cols., 1994,
1995).
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La hidrdlisis de la pectina genera acido galacturénico, ademas de monosacaridos
como arabinosa y xilosa, los azUcares mencionados anteriormente pueden ser
fermentados por Escherichia coli KO11 la cual a través de ingenieria genética se le
integra en el cromosoma los genes que codifican para la enzima piruvato
decarboxilasa y la alcohol deshidrogenasa de Zymomonas mobilis para producir
etanol y acido acético (Grohmann y cols., 1994,). Escherichia coli KO11 es una
cepa bacteriana recombinante reportada para fermentar arabinosa y xilosa, asi

como las hexosas a etanol (Ohta y cols., 1990; Beall y cols., 1991).

El concepto de la utilizacion de la celulosa como materia prima para producir
azUcares que puedan ser bio-convertidos a combustibles mediante el empleo de
microorganismos ha retomado gran importancia en los ultimos afios debido a los
efectos adversos que han producido los gases de efecto invernadero provenientes
de hidrocarburos de origen fésil (Sun & Cheng, 2002). Las fuentes celuldsicas
potencialmente utilizables son los desechos de la industria maderera (en forma de

aserrin), los agricolas (bagazos), y los domésticos (jardineria).

En la actualidad, la mayoria del etanol combustible en los Estados Unidos se
produce a partir de maiz. El reto principal de la industria y la biotecnologia en la
produccion de combustibles es la bioconversion de la celulosa, por lo que las
enzimas celulasas han adquirido una importancia enorme en estos procesos. Para
contender con los grandes voliumenes de residuos lignoceluldsicos requeridos en
la produccion de etanol a niveles industriales, se hacen necesarias las enzimas
con altas actividades en diferentes condiciones de temperatura, salinidad y pH,
ademas de contar con una cepa capaz de metabolizar la mayor concentracion

posible del sustrato producido (Suny Cheng, 2002).

Una vez elegidos los materiales celulosicos es necesario pretratarlos mediante
métodos fisicoquimicos y bioldgicos (Galbe y Zacchi, 2007; Lee y cols., 2007).
Para obtener los maximos rendimientos de transformacion de la biomasa su
pretratamiento debe ser muy eficiente y permitir una alta recuperaciéon de los
carbohidratos y la lignina (sin descomponerlos). El liquido debe contener bajas o

nulas concentraciones de inhibidores para la etapa de fermentacion (por ejemplo:
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vainillina, &cido p-cumarico y acido feralico provenientes de la degradacion de la
lignina; éacido acético y 5-hidroximetilfurfural (HMF), que son compuestos
derivados de la degradacion de hexosas y pentosas, evitando asi un paso extra
para su eliminacion, y con ello mantener bajos los costos de operacion (Klinkey
cols., 2004). Se han estudiado diferentes tipos de pretratamientos, buscando
satisfacer las necesidades anteriores, y en general, son una combinacién de

condiciones fisicas y quimicas (Mosier y cols., 2005).

Independientemente del método de pretratamiento a utilizar, en primer lugar se
recomienda cortar o pulverizar la biomasa mediante trituracion, astillamiento o
molienda, con el proposito de aumentar el area superficial de la celulosa (Moiser y
cols., 2005).

Por lo general, durante los pretratamientos en medios alcalinos la estructura de la
celulosa queda integra, pero se produce una hidrdlisis parcial de la hemicelulosa y
lignina. Tienen la ventaja de no producir inhibidores de la fermentacién cuando se

trabaja bajo temperaturas moderadas (<100°C), (Galbe y Zacchi, 2007).

Una vez liberados los azlcares, el siguiente paso es la fermentacién microbiana
para la produccion de etanol, que ha sido el primer biocombustible de uso
industrial. El microorganismo tradicionalmente usado en la industria de produccién
de alcohol es la levadura Saccharomyces cerevisiae, que llega a crecer hasta en
concentraciones de 146 g/L de etanol a 30°C, en un lote continuo (van Maris y
cols., 2006).

Los residuos lignocelulésicos de citricos presentes en pequefias, medianas y
grandes empresas constituyen una materia prima muy abundante, han sido poco
estudiados y representan la oportunidad para ser transformados en diversos
productos con valor agregado, por ejemplo, la obtencién de etanol 6 metano, ésto

dentro de un marco pertinente de evaluacion costo-beneficio-huella de carbono.
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MARCO TEORICO

Materiales lignoceluldsicos

La comprension de la complejidad que presenta la biomasa lignocelulésica,
especialmente su composicion quimica y estructura, son un requisito previo para
el desarrollo de las tecnologias de pretratamiento eficaces para abrir su estructura.
El disefio de enzimas eficientes que permitan liberar los azlcares es otra
estrategia fundamental, asi como la ingenieria de microorganismos para convertir

los azlcares en diversos productos quimicos de base biolégica (Lee y cols., 2007).

El componente principal de los residuos agroindustriales es la lignocelulosa (figura
1), la cual esta constituida por tres fracciones principales: la celulosa (40-60%),
que esta protegida por la hemicelulosa (con una composicion aproximada de 20-
40%) y por la lignina (10-25%), formando una matriz compleja (BNDES, 2008).

Lignina
Hemicelulosa

Celulosa

Figura 1. Representacion estructural de una matriz lignocelulésica (US Department
of Energy Genome Programs image gallery, 2016).
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La celulosa es un polimero lineal del dimero (celobiosa) con enlaces 3-1,4, su
hidrolisis genera unidades de D-glucosa. La celulosa forma una estructura muy
cristalina, rigida y dificil de romper (figura 2). La hemicelulosa es un
heteropolisacarido que puede contener ~85% de pentosas (D-xilosa 75% y L-
arabinosa 10%), ~15% de hexosas (D-glucosa, D-manosa y D-galactosa) y
ademas, acidos metilglucuronico, galacturénico y glucurénico (figura 3);

hemicelulosa es mucho mas facil de hidrolizar que la celulosa. La lignina es un
heteropolimero amorfo ramificado de naturaleza fenélica con grupos metoxi y fenil
propéanicos formado por alcoholes arométicos como el cumarilico, coniferilico y
sinapilico (figura 4) (BDNES, 2008; Carredn y cols., 2009; Cuervo y cols., 2009).

10
- Hocw HOT CHioH HOCHQ

HOH,C Howc

Figura 2. Representacion molecular del polimero celulosa.
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Figura 3. Representacion molecular del heteropolimero hemicelulosa.
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Figura 4. Representacion molecular de lignina.

Pretratamientos de materiales lignoceluldsicos

El proceso clave para la produccion eficaz de azUcares monoméricos es el
pretratamiento de la biomasa. ElI complejo denominado lignocelulosa esta
compuesto por una matriz de celulosa y hemicelulosa, protegida por cadenas de
lignina. El pretratamiento se realiza para romper la matriz y generar porosidad,
para de esta manera facilitar el acceso de las enzimas al sustrato (Sanchez y
cols., 2008).

El pretratamiento se realiza para producir cambios en la estructura macroscopica y
microscépica de la biomasa (figura 5), con el objetivo de facilitar la posterior

hidrdlisis enzimatica.
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Pretratamientos fisicos

Los pretratamientos fisicos no utilizan ningun producto quimico y se realizan con el
propésito de disminuir el tamafio de particula por medios mecanicos tales como
trituracion, pulverizacion o molienda. Asi mismo, se aumenta la superficie de

contacto de la biomasa.

Pretratamientos quimicos

Los métodos quimicos implican el uso de agentes quimicos diluidos, por ejemplo:
acidos, alcalis, amoniaco, disolventes organicos, SOz, CO2 o similares. Estos
meétodos son faciles de utilizar y presentan un buen rendimiento en su conversion

en periodos cortos de contacto.

a) Pretratamiento acido

El tratamiento previo con acido ha sido ampliamente estudiado; con éste se
alcanzan altos rendimientos en la transformacion de la hemicelulosa e incluso la
celulosa puede ser transformada en azlcares a partir del complejo denominado

“lignocelulosa”.
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Se lleva a cabo normalmente con acidos diluidos (por lo general entre 0,2% vy
2,5%) a temperaturas entre 130 y 210°C. El acido sulfarico es el mas estudiado
para el tratamiento previo, sin embargo, también se utilizan los acidos clorhidrico,
nitrico y fosforico. El medio acido ataca a los polisacaridos, especialmente a la
hemicelulosa, resultando mas facil su hidrolisis en comparacion con la celulosa
(Cardona y cols., 2009). Sin embargo, el acido también promueve la produccion de
diversos compuestos inhibidores para el crecimiento de los microorganismos como

el acido acético, furfural y 5-hidroximetilfurfural (HMF).

b) Pretratamiento alcalino

El tratamiento previo alcalino de la matriz lignocelulésica provoca una digestion de
la lignina y hace que la celulosa y hemicelulosa queden disponibles para una
degradacion enzimatica mejorada (Pandey y cols., 2000). Mediante este proceso
los sustratos se pueden fraccionar en lignina soluble, hemicelulosa y celulosa, lo
que hace posible transformarlos en productos con alto valor. Los hidroxidos de
sodio, potasio, calcio y amonio son utilizados en este proceso de pretratamiento.
La ventaja de ello es que se utilizan temperaturas y presiones menores en

comparacion con otras tecnologias de pretratamiento (Moiser y cols., 2005).

c) Oxidacion humeda

La oxidacion humeda consiste en tratar la matriz lignocelulésica con agua y con
oxigeno a temperaturas superiores a 120°C (Banerjee y cols., 2009). Mediante
esta técnica se promueve la transferencia de la hemicelulosa y lignina desde la
fase solida hacia la fase liquida. Las principales reacciones en la oxidacion
hameda son la formacion de acidos del proceso hidrolitico y las reacciones
oxidativas. Los productos de hidrdlisis de la hemicelulosa provenientes de la

oxidacion humeda son oligosacaridos (Alvira y cols., 2010).

d) Método Organosolvente

En esta técnica se utilizan numerosas mezclas de disolventes organicos como

metanol, etanol, acetona, etilenglicol, acido acético, entre otros con el objetivo de
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solubilizar la lignina y proveer celulosa y hemicelulosa para que las enzimas las

puedan hidrolizar facilmente (Zhao y cols., 2009).

Pretratamientos Fisicoquimicos
a) Explosion con vapor

La biomasa se calienta con vapor de alta presion durante unos minutos (20-50 bar
y una temperatura de 160-290°C); el tratamiento se detiene con la descompresion
subita del sistema a la presion atmosférica (Sanchez y cols., 2005; Neves y cols.,
2007) lo que provoca que se expanda la matriz lignocelulésica, resultando en la
separacion de las fibras individuales, dejando expuesta a la celulosa (Balat y cols.,
2008). La recuperacion de xilosa es alta (45-65%), lo cual establece que el
pretratamiento de explosién con vapor sea una alternativa econdmicamente

atractiva (Hamelinck y cols., 2005).
b) Agua caliente liquida

Este método utiliza agua liquida caliente a presion por encima de su punto de
ebullicién, lo cual permite hidrolizar la hemicelulosa (Neves y cols., 2007). Es un
método de pretratamiento hidrotérmico que libera una cantidad elevada de
oligosacéaridos y azlucares de hemicelulosa. El tratamiento se produce
generalmente a temperaturas de 170-230°C, en combinacion con presiones
superiores a 5 MPa durante 20 minutos, sin embargo, contribuye a la generacion
de productos como furfural y acidos carboxilicos que son muy téxicos para la

fermentacion, ya que inhiben el crecimiento microbiano (De Silva y cols., 2010).

c) Explosion de fibras con amoniaco (AFEX)

En este proceso la biomasa es pretratada con amoniaco a temperaturas de 60 a
100°C y altas presiones por un periodo de tiempo variable. Cuando la presion es
liberada mediante una expansion rapida del gas provoca el hinchamiento y la
ruptura fisica de las fibras y una decristalizacion parcial de la celulosa. La
digestibilidad de la biomasa se incrementa notablemente después del

pretratamiento, por lo tanto, la hidrélisis enzimatica tiene rendimientos altos.
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Este pretratamiento puede alcanzar mas del 90% de la conversion de celulosa y
hemicelulosa a azucares fermentables. A pesar de que se puede remover una
pequefia cantidad de lignina o hemicelulosa en el proceso, la digestidn enzimatica
(incluso con bajas cargas de enzima) permite obtener rendimientos altos,

comparado con otras alternativas de pretratamiento (Wyman y cols., 2005).

d) Explosion con CO:2

El pretratamiento con CO2 actia de forma similar a la técnica de explosion con
vapor de agua 0 amoniaco, sin embargo, la explosion con CO: tiene un mayor
beneficio que sus homologos, ya que no promueve la formacién de inhibidores
(Hamelink y cols., 2005; Prasad y cols., 2007).

El método esta basado en la utilizacion de CO2 como fluido super critico, el cual se
refiere como un fluido comprimido por arriba de su presion y temperatura critica,
en este estado presenta caracteristicas de difusion como un gas y una alta
interpenetracion en matrices solidas, lo que facilita la remocién de lignina de la

matriz.

Pretratamientos bioldgicos

Los pretratamientos biol6gicos emplean microorganismos capaces de degradar la
lignina, por ejemplo, los hongos.

Una de las ventajas mas importantes de este método es que no necesitan
productos quimicos ni fuerzas mecanicas; sin embargo, no se garantiza la total
hidrolisis de los oligosacaridos. Los rendimientos de hidrolisis resultan ser bajos en
comparacion con la enzimatica y de larga duracion, lo cual es una limitante para

llevarlo a operaciones de escala industrial (Balat y cols., 2008).

Hidrolisis enzimatica

En la sacarificacion los hidratos de carbono complejos se convierten en
mondmeros simples. En comparacion con la hidrélisis acida, la hidrolisis

enzimatica requiere menos energia y las condiciones son mas suaves (Ferreira y

cols., 2009). Las condiciones éptimas para hidrolizar la celulosa van de 40 a 50°C
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y un intervalo de pH de 4 a 5 (Neves y cols., 2007). La hidrdlisis enzimatica es
ventajosa en comparacion con la hidrélisis quimica acida o alcalina debido a su
baja toxicidad, en este caso para S cerevisiae que se inoculara en una etapa
posterior para llevar a cabo la fermentacion. En esta operacion no se forma ningun
subproducto inhibitorio. La hidrdélisis enziméatica es llevada a cabo por enzimas las
cuales tienen la caracteristica de ser especificas para su sustrato. La celulosa se
hidroliza a glucosa mientras que la hemicelulosa da lugar a diversas pentosas y

hexosas en menor concentracion (figura 6).

Las enzimas denominadas celulasas se pueden clasificar en tres clases (Olsson y
cols., 2005):

e Exo0-1,4-B-D-glucanasas o celobiohidrolasas (CBH), las cuales cortan
unidades de celobiosa residuales en la cadena de celulosa. Esta clase
también incluye a la menos comun exo-1,4-B-D-glucanohidrolasa, la cual
libera D-glucosa desde los extremos o residuos de la cadena de celulosa.

e Endo-1,4-B-glucanasas (EG). Estas enzimas hidrolizan los enlaces
glucosidicos pB-1,4 internamente y al azar en la cadena de celulosa.

e 1,4-B-D-glucosidasas, las cuales hidrolizan celobiosa a glucosa y también

corta unidades de glucosa desde los oligosacaridos.
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Figura 6. Mecanismo de hidrolisis enzimatica de la celulosa.

Fermentacidn alcohdlica

La produccién de etanol es un proceso muy conocido: la fermentacion alcohdlica.
En todos los casos se parte de azucares libres, que pueden proceder del almidén
o celulosa. En las primeras etapas de la fermentacion cada molécula de glucosa
se transforma en dos moléculas de &cido piravico. A partir de dicho &cido,
diferentes rutas metabdlicas conducen a la formacién de otros tantos productos
finales. En la fermentacion alcoholica que llevan a cabo las levaduras, el producto

final resultante es etanol y en menor proporcién el glicerol (Fajardo, 2016).

Como fuente de glucosa se utilizan materiales muy diversos: granos de maiz, cafia
de azucar, celulosa de la madera, sorgo, papas, trigo e incluso residuos vegetales
ricos en fibras. Todos ellos son los materiales comiunmente empleados (Garcia,
2011).
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Fermentacion anaerobia metanogénica

La fermentacion metanogénica se lleva a cabo en un ambiente anaerdbico estricto
y la realizan microorganismos que se autorregulan de acuerdo con el pH y

temperatura del medio y se lleva a cabo en tres etapas simultaneas (figura 7):

Hidrdlisis: Se transforman por hidrolisis compuestos organicos complejos
(proteinas, grasas, carbohidratos, etc.) en compuestos de menor peso molecular.
Los productos de esta fase son los que sirven de sustrato a los microorganismos

formadores de acidos en la siguiente etapa.

Etapa acidogénica: Durante esta etapa tiene lugar la fermentacién de las
moléculas organicas solubles en compuestos que puedan ser utilizados
directamente por las bacterias metanogénicas (acidos acético, formico, H2) y
compuestos organicos mas reducidos (acidos propionico, butirico, valérico, lactico
y etanol principalmente) que tienen que ser oxidados por bacterias acetogénicas
en la siguiente etapa del proceso. La importancia de la presencia de este grupo de
bacterias no soélo radica en el hecho que produce el alimento para los grupos de
bacterias que actlan posteriormente, sino que, ademas eliminan cualquier traza

del oxigeno disuelto del sistema.

Etapa acetogénica: Mientras que algunos productos de la fermentacién pueden
ser metabolizados directamente por los organismos metanogénicos (Hz y acido
acético), otros (etanol, acidos grasos volatiles y algunos compuestos aromaticos)
deben ser transformados en productos mas sencillos, como acetato (CH3COO") e
hidrogeno (H2), a través de las bacterias acetogénicas.

Etapa metanogénica: Los microorganismos transforman las sustancias generadas

en las etapas anteriores (acetato, Hz2 y CO2) en metano y dioxido de carbono.
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Figura 7. Diagrama representativo del metabolismo anaerobio de materiales

lignocelulésicos.
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OBIJETIVOS

General:

Evaluar el potencial del endocarpio residual proveniente de dos frutos citricos
diferentes para obtener hidrolizados ricos en azucares mediante su

acondicionamiento alcalino en un reactor termo-mecano-quimico.

Particulares:

e Caracterizar el bagazo de ambos citricos (toronja y mandarina).

e Determinar las condiciones éptimas para producir azUcares reductores en
funcién de las variables de pretratamiento: temperatura y concentracion de
alcali.

e Evaluar dos cocteles enzimaticos con actividad hidrolitica para los sustratos
mayoritarios: pectina y celulosa.

e Evaluar el potencial de los hidrolizados para la obtencion de etanol o

metano.

HIPOTESIS

Un pretratamiento alcalino suave provocard una ruptura de la matriz
lignocelul6sica, facilitando asi la sacarificacion de los bagazos. Ello se vera
reflejado en un aumento en la concentracion de azlcares en comparacion con los

bagazos sin pretratamiento.

DIAGRAMA DE FLUJO
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MATERIALES Y METODOS

Preparacion de la muestra

Se tomaron toronjas y mandarinas frescas de temporada y se separaron las
cascaras, las cuales fueron destinadas a otro proyecto para recuperar los aceites
esenciales. Los frutos enteros libres se exprimieron para recuperar los
endocarpios residuales. Los bagazos internos frescos exprimidos fueron
inmediatamente recolectados y se introdujeron en un reactor termo mecanico
disponible en el laboratorio para reducir significativamente el tamafio de las
particulas y separar exhaustivamente el jugo remanente en las muestras. Se
recolectd el jugo y se le cuantificaron azucares reductores totales por el método
DNS (Miller, 1959). Se procedio a evaluar el potencial del jugo residual presente
en el endocarpio para la produccion de etanol, con el objetivo de aprovechar por
completo la matriz. Para ello se colocaron 25 gramos de jugo en tubos de plastico
y se colocaron en una centrifuga (Labtek XC-2000, China) durante cinco minutos a
3000 RPM, la determinacion de azucares reductores se realiz6 a ambos liquidos
(toronja y mandarina) por el método de DNS. Posteriormente a cada fase se le
inoculd 2 g/L de la cepa de Sacharomyces cerevisiae (Lallemand, EUA) disponible
en la planta piloto de cerveza de la Facultad de Quimica y se incub6 a 28°C
durante cinco dias. El contenido de etanol se determiné por cromatografia de
gases en un equipo Gow-Mac (Series 580; Bridgewater, NJ) equipado con un
detector de ionizacion de flama y una columna de acero inoxidable de 1/8” y 6 pies
de longitud (2% Silar 10C, Graphpac GC 80/100; Alltech, Deerfield, EUA). Se
utilizé nitrégeno grado cromatografico (Praxair, México) como fase movil con un
flujo de 20 mililitros por minuto. El detector de ionizacién de flama se alimentd con
hidrégeno (30 mililitros/minuto) y aire (300 mililitros/minuto) grado cromatografico
(Praxair, México). Las temperaturas del inyector, horno y detector fueron
mantenidas en 180, 190 y 200°C respectivamente. Se utilizé6 una curva patrén de
etanol anhidro (Meyer, grado analitico) en agua como estandar externo para

cuantificar el contenido de etanaol.
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En esta primera extraccion de jugo residual se trabajo a temperatura ambiente, sin
modificacion previa del pH (pH=6). Posteriormente la muestra de bagazo se seco
en una estufa de conveccion Lindberg/Blue, modelo M01430A-1 (EUA) a una
temperatura de 60°C durante 24 horas para posterior almacenamiento de la fase

solida (figura 9).

Figura 8. Bagazo de mandarina extrudado y deshidratado.

Caracterizacion de bagazo. Cuantificacién del contenido de celulosa,
hemicelulosa, ligninay cenizas.

Para la caracterizacion completa de la fibra se utiliz6 el método de detergentes
acido y neutro, reportado previamente por Van Soest y Wine (Igartuburu y cols.,
1997) colocando 0,5 gramos de materia seca y adicionado 50 mililitros de
disolucién detergente respectivo, calentando a ebullicion (~103°C) durante una
hora en un sistema de reflujo. El detergente neutro remueve el material soluble, el
cual contiene basicamente proteinas, azucares, lipidos y pectina. El detergente
acido remueve la hemicelulosa y retiene el material no soluble (que incluye la
celulosa y la lignina de las paredes celulares). Posteriormente se adicionaron 10
mililitros de disolucién saturada de KMnO4 para oxidar por completo a la lignina y
dejar Unicamente a la celulosa. Esta dltima muestra se calcind en una mufla a

550°C por 4 horas para la cuantificacion de cenizas o minerales.
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Determinacion de humedad

El contenido de humedad en ambas muestras se determiné por gravimetria en una
balanza analitica AND, modelo MF-50 (Jap6n) equipada con una lampara de
secado (Kirk y cols., 1996; Nollet, 1996).

Determinacion de azlcares reductores

A la fraccion obtenida posterior a la hidrélisis enzimética se le cuantificaron
azucares reductores totales con el método de DNS (Miller, 1959; James, 1999). EI
acido 3,5-dinitrosalicilico se reduce en presencia del grupo aldehido reductor
proveniente de la glucosa, formando el acido 3-amino-5-nitrosalicilico, mientras
que el grupo aldehido reductor se oxida para formar un grupo carboxilico. El color
resultante se midié por espectrofotometria de luz visible (540 nm) en un equipo
Perkin ElImer, modelo Lambda 2S (EUA).

Para cuantificar glucosa en los hidrolizados se utilizé un kit electrénico (Johnson &
Johnson, EUA), el cual consiste en aplicar 1 gota de muestra problema (diluida
previamente) sobre una tira reactiva que contiene en su interior a la enzima
glucosa oxidasa inmovilizada. La tira reactiva puede registrar una concentracion
de glucosa comprendida entre 1 a 1,7 mg/mL, con un intervalo de confiabilidad
superior al 95%. Se verificO mediante una curva de calibracion de glucosa (Sigma-

Aldrich, EUA) en un intervalo de concentracion de 1 a 2 mg/mL.

Determinacion de proteina

Se cuantificd utilizando el método de Bradford (Nielsen, 1998) colocando 1.0
gramos de cada bagazo seco en 100 mL de agua destilada. La mezcla fue
sometida a reflujo por 10 minutos. A partir del sobrenadante se tomé una alicuota
de 0,1 mL y se adicioné 5 mL del reactivo Azul Brillante de Coomasie G-250 (Bio-
rad Laboratories, Inc., EUA). Se dej6é estabilizar durante 5 minutos y se midio la
absorbancia a 595 nm. Para la curva patron se utilizé albumina sérica bovina

(Sigma-Aldrich, EUA) en un intervalo de concentracion de 1 a 10 mg/mL.
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Extrusion alcalina

Se introdujeron 25 gramos de material seco al reactor termo-mecanico (figura 9),
implementando la temperatura y la concentracion de alcali deseada para cada
tratamiento (tabla 1). Se cuenta con una configuracién previa del husillo que
permite obtener un tamafo de particula conveniente. El material pretratado se

recolecto en una bolsa al final del reactor y se neutraliz6 con HsPO4 concentrado.

Tabla 1. Condiciones de pretratamiento establecidas.

Temperatura (°C) NaOH% m/m

50 1,25
50 2,5
50 3,75
70 1,25
70 2,5
70 3,75
90 1,25
90 2,5
90 3,75
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Figura 9. Reactor termo-mecano-quimico.

Determinacion de la actividad enzimatica

En el laboratorio se dispone de un coctel celulolitico NS-22192 (Novozymes,
Dinamarca) cuya actividad fue determinada mediante el método del papel filtro
Whatman No. 1. (Ghose, 1987; Mandels y cols., 1976). El resultado fue expresado
en unidades de papel filtro (FPU)/mL. La actividad enzimatica del coctel
pectinolitico Pectinex (Novozymes, Dinamarca) fue verificada mediante el acido
galacturénico producido (Blumenkrantz, 1973), partiendo de una carga inicial de
10 mg de pectina aislada en el laboratorio (Castro, 2017) en 2 mL de disolucién
tampoén (pH 4,5). Se prob6 una temperatura de 45°C y un tiempo de reaccion de

60 minutos. El volumen de enzima elegido fue 50 puL.

Hidrélisis enzimatica
Para esta operacion se introdujeron 0,5 gramos de materia seca en un tubo de
ensayo con 5 mL de buffer de citratos 0,1 M. Se adicion6 200 pL del coctel

Pectinex, o 45 uL del coctel celulolitico NS-22192; es decir, una relacion de 10 mg
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proteina/ g muestra (1% m/m), como lo sugiere la literatura (Wilkins y cols., 2005).
En el caso de la adicion de ambas formulaciones se agregd 100 uL de Pectinex y
22 puL de celulasa NS-22192. Los tubos se incubaron a 45°C, durante 72 h y 200
rpm. Pasado este tiempo se cuantificaron azlcares reductores totales por el
método DNS. Mediante la enzima glucosa oxidasa inmovilizada en un chip se

determind la concentracion de glucosa.

Tabla 2. Condiciones establecidas para la evaluacion de la hidrolisis enzimatica
del bagazo (toronja 0 mandarina) pretratado a diferentes condiciones

Enzima Bagazo
Pectinasa Mandarina Toronja
Celulasa Mandarina Toronja
Pectinasa+Celulasa Mandarina Toronja

Fermentacion con Saccharomyces cerevisiae

Para evaluar el impacto del pretratamiento alcalino sobre la calidad de los
hidrolizados enzimaticos obtenidos se llevd a cabo la fermentacion de los
azucares (hexosas) para el pretratamiento en que la produccion de azucares fuese
mayor para cada uno de los dos bagazos. Se colocaron 30 gramos de materia
seca en un matraz de tres bocas de 0,5 L (figura 11) adicionando 300 mL de buffer
de citrato 100 mM, 6,24 mL de pectinasa y 1,3 mL de celulasa, es decir, 10 mg
proteina total/g muestra. La hidrolisis se llevdo a cabo durante 144 horas con
agitacion a 100 RPM. Posterior a esta operacion se adiciono 8,46 mg de la cepa
de levadura liofilizada y se dejé durante 120 horas a temperatura ambiente (28°C)
(Fajardo, 2016). El monitoreo de la produccién y consumo de azucares, asi como

la produccién de etanol se midié cada 24 horas.
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Figura 10. Reactor de vidrio adaptado a una parrilla de calentamiento con un
agitador mecanico.

Cuantificacién de etanol por cromatografia de gases
Se inyectaron 3 uL de la muestra previamente fermentada y centrifugada al
cromatdgrafo de gases y se determind la concentracién de etanol por medio de un

estandar externo construyendo una curva de calibracién de etanol.

Acondicionamiento y obtencién de liquido ruminal

La muestra de liquido ruminal fue amablemente proporcionada por el Dr. Alejandro
Castrejon (FMVZ-UNAM) en el Centro de Ensefianza Practica e Investigacion en
Produccion y Salud Animal (CEPIPSA, UNAM), ubicada en Topilejo en la Ciudad
de México.

El liquido ruminal se obtuvo del estbmago de una borrega alimentada con rastrojo
de maiz. Mediante una sonda y una bomba de vacio se extrajo la muestra,
inmediatamente se filtr6 con una manta de cielo para recibir el liquido libre de

sélidos en un frasco de vidrio de color ambar a temperatura ambiente. Se burbuje6
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COz2 con la finalidad de desplazar cualquier oxigeno presente y crear condiciones
de anaerobiosis. Se mantuvo a 40°C durante su trasladado al laboratorio y se aislo

por completo del contacto con la luz.

Fermentacion con liquido ruminal
Inicialmente se determind su contenido de proteina por el método de Bradford, con

la intencion de cuantificar su concentracion inicial en el liquido.

Para llevar a cabo la fermentacién se trabajé con los hidrolizados enzimaticos del
bagazo de toronja pretratado a 90°C y 1,25% NaOH. La carga inicial de materia
organica consistio en colocar 40 mL de hidrolizado (10% consistencia) en cinco
diferentes matraces Erlenmeyer de 50 mL. Se colocaron cinco controles de
bagazo crudo utilizando una consistencia de 10%. Se burbuje6é CO:2 a cada uno de
los matraces conteniendo los hidrolizados enziméticos o muestras crudas para
desplazar el oxigeno disuelto. Se agrego el liquido ruminal aclimatado a 40°C con
las cargas iniciales: 1,25 mL, 2,5 mL, 3,75 mL, 5,0 mL y 6,25 mL respectivamente.
Dichos matraces fueron sellados y burbujeados nuevamente con CO2. Se colocé
un globo vacio en el cuello cada matraz para recibir el gas formado durante toda la
fermentacion. Se incubaron durante 144 horas (6 dias) a 40°C con agitacion
suave, manteniendo oscuridad en el interior de la incubadora (Rubio, 2015).
Posteriormente se trabajo con diluciones 1:1, 1:5 y 1:10 del hidrolizado enziméatico
antes mencionado, inoculando 6,25 mL de liquido ruminal en cada matraz
siguiendo el procedimiento antes sefialado. Se incubaron los matraces por 3 dias

bajo las condiciones antes mencionadas.

Transcurrida la fermentacion se determind la concentracion final de azucares
reductores totales y glucosa. Para determinar la cantidad de proteina de la
biomasa producida se tomé 500 uL del medio de fermentacion y se colocé en
tubos con taparrosca, se agregé 500 uL de NaOH 0,2 M y la mezcla se calenté a
ebullicion por 10 minutos. Se neutralizaron con H2SO4 0,2 M. Se tomaron 50 pL de
liquido neutralizado y se aplicdé reactivo de Bradford. Se incorpordé una curva
patrén de albumina sérica bovina. Se midio la absorbancia de las muestras a 595

nm en el espectrofotbmetro de luz visible (Hernandez-Meléndez y cols., 2008).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion de bagazo

Durante la preparacion de la muestra se evalué un primer uso potencial del
proceso de acondicionamiento partiendo de bagazo “humedo”, es decir, tal cual se
recibiria de alguna planta procesadora de jugos, para finalmente obtener un

bagazo con menor humedad, tamafio de particulas inferiores y jugo limpio.

En la figura 11 se muestran los valores experimentales correspondientes al
balance de materia del bagazo de toronja. Esta informacidén es consistente con la
reportada por Sanchez y cols., 2014, quienes reportaron un contenido de materia
seca de 17,8% para la pulpa de naranja. En este caso fue 15,8%.

21,30 kg 12,46 kg Pulpa
Bagazo 84,15% HR
_— Al >

l 8,68 kg Jugo o
90,73 % HR A1l: Reactor Termo-mecanico

Figura 11. Balance de Materia de la etapa de acondicionamiento de bagazo de

toronja.

Al llevar a cabo la centrifugacion del jugo proveniente del acondicionamiento Al,
se observa que en promedio un ~26% consta de solidos muy finos, componentes
de la fibra (sedimento) y practicamente el ~95% corresponde a la fraccién liquida
(sobrenadante) (figura 12 y tabla 3). Asi mismo se cuantificaron azuUcares
reductores totales (ART) en ambas fases con el objetivo de aprovechar por
completo la matriz, obteniéndose una mayor concentracion de ART en el
sobrenadante con respecto al sedimento (compuesta principalmente por
polisacéaridos), lo que explica que la produccion de etanol sea mayor en el

27 |Pagina



sobrenadante, lugar donde se encuentra el sustrato 6ptimo para la levadura S.

cerevisiae (tabla 4).

15,6 g de Sedimento
60 g Jugo 85,5 % HR

—_— Bl — >

41,1g
Sobrenadante B1: Centrifuga

Figura 12. Balance de Materia de la separacion del jugo de toronja.

Un ejemplo idéntico se realiz6 para el bagazo de mandarina y en las Tablas 3y 4

se muestran los resultados condensados.

Tabla 3. Caracterizacion del jugo obtenido Tabla 4. Obtencion de etanol a partir de la
de la molienda de residuos citricos fermentacion con S. Cerevisiae
Jugo Produccion de Etanol

Mandarina Toronja

Mandarina Toronja

Sobrenadante
ART mg/mL 38,6 32,7
ART mg/mL 28 27,5
%Sobrenadante 79,5 68,5 Etanol mg/mL 86 81
%Sedimento 16 26 Sedimento
%Humedad 82,4 85,5 ART mg/mL 12 14
Etanol mg/mL 2,8 5,6
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En la caracterizacion de los macro componentes presentes en el bagazo
proveniente de los frutos obtenidos en la Central de Abastos de la Ciudad de
México se obtuvieron valores de celulosa de 15% y 12% para mandarina y toronja
respectivamente, los cuales representan una fuente primordial de glucosa. Dichos
valores se encuentran en sintonia con los reportados por Sanchez y cols., 2014
para pulpa de naranja (9,93% de celulosa). La hemicelulosa se encuentra en una
menor proporcion, es decir, 3% en toronja y 6% en mandarina. La lignina present6
un valor de 2% para toronja y 5% para mandarina, en este sentido, Sanchez y
cols., 2014, reportaron un valor de 2,81% de lignina para pulpa de naranja. Para
pectina se obtuvieron valores de 38% y 36% para mandarina y toronja
respectivamente. El porcentaje de material péctico de ambos endocarpios es
mayor en comparacion con reportes cientificos con valores de ~23% de pectina
(base seca) a partir de céscara de lima (Ciriminna, 2015). El resto de los
componentes no tienen especial importancia nutricional y no representan

cuantitativamente cifras elevadas (Rojas, 1994).

Es importante destacar la composicién de glucosa adherida que aun presentan
ambos bagazos (14% para mandarina y 14% para toronja), asi como la
composicidbn masica de otros azlcares adheridos, que pueden ser fructosa y
sacarosa, los cuales registraron valores de 8 y 9% para la mandarina y toronja
respectivamente. Un pretratamiento alcalino suave (para reducir el tamafio de las
particulas principalmente) serd indispensable para no dafiar los azucares nativos,
ya que constituyen la fuente primordial de azucares en comparacion con los

porcentajes de celulosa y/o pectina.
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Figura 13. Componentes de bagazo de mandarina reportados en materia seca.

Lignina

2%
Hemicelulosa
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Proteina
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Figura 14. Componentes de bagazo de toronja reportados en materia seca.
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Cabe mencionar que al llevar a cabo la neutralizacién con &cido fosforico sobre el
bagazo (posterior al proceso de pretratamiento alcalino) existe la formacion de
sales por medio de una reaccidon acido-base, por lo tanto, hay un reajuste menor
en el contenido de minerales. Por ello es importante considerar el contenido de
oxisales en la matriz ya que puede representar un efecto inhibitorio para los
diferentes microorganismos utilizados en este trabajo. Para S. cerevisiae se
encuentra reportado un efecto inhibitorio para una concentracion de cloruro de
sodio al 8% (Duran y cols., 2005). En la matriz utilizada se observa una
concentracion maxima de sales del 6% para el bagazo pretratado con NaOH
3,5%, lo cual no representa un factor limitante para el crecimiento de este

microorganismo.

Caracterizacion enzimatica

Se evalud la actividad celulolitica del coctel NS-22192 utilizando el método
propuesto por Ghose en 1987. Los valores de actividad se reportaron en unidades
FPU (Unidades de Papel Filtro/mL). La actividad enzimatica sobre papel filtro debe
medirse a diluciones de la enzima tales que liberen en el medio de reaccion una
cantidad absoluta de 2 mg de glucosa producida en 60 minutos. Aplicando la
siguiente formula se obtuvieron 172 FPU/mL, lo cual es un pardmetro de la
actividad hidrolitica de la enzima para dicho sustrato.

0,37
concentracion que produce 2mg de gucosa

FPU/mL =

FPU/mL = 0,37
/mL = 350215
FPU/mL = 172
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En un ensayo realizado por Decker y cols., 2003 sobre actividad de celulasas
reportaron actividades desde 14,1 FPU/mL y hasta 62,6 FPU/mL evaluado en
diferentes fuentes de celulosa, lo que indica que la enzima con la que se trabajo
presenta una actividad hidrolitica alta con respecto a las referencias consultadas y
este pardmetro permite tener una estimacién de la conversion de celulosa a

glucosa al utilizar este coctel enzimatico.

Se determino el contenido de proteina en cada una de las enzimas utilizando el
meétodo de Bradford para asi adicionar el volumen referente al 1% de proteina con
respecto al material seco, tal como lo proponen Wilkins y cols., 2005. En la tabla 7
se presenta la cantidad de proteina presente en la enzima.

Tabla 5.Proteina presente en las diferentes enzimas utilizadas.

Enzima Proteina mg/mL
Pectinex Novozymes 24,0
(Pectinasa)
NS-22192 Novozymes 115,0
(Celulasa)

Asi mismo, se llevd a cabo la reaccion con DNS para cuantificar azucares
presentes en las enzimas y con ello evitar una sobreestimacion en la produccion

de azucares. A continuacién, se presentan los valores obtenidos.
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Tabla 6. Azucares presentes en las diferentes enzimas utilizadas

Enzima ART mg/mL Glucosa mg/mL

Pectinex Novozymes 3,8 3,0
(Pectinasa)

NS-22192 Novozymes 6,1 5,0
(Celulasa)

Con respecto a la actividad del coctel pectinolitico ésta fue evidente, ya que el
acido galacturénico producido fue 11,6 umol*mL1*h-1, Se considera que el valor de
actividad de pectinasa no es del todo representativo para este ensayo, ya que la
pectina al ser un polimero complejo, su hidrélisis genera otros productos
adicionales al acido galacturénico y que no se tomaron en cuenta con el método
utilizado (azucares). Por esta razén se optd por trabajar con cargas de 1% de
proteina referente a la materia seca utilizada, tal y como lo sugiere la literatura
(Wilkins y cols., 2005).

Pretratamiento alcalino con reactor termo-mecano-quimico

En la figura 15 y 16 se muestra el bagazo obtenido y se observa un
obscurecimiento en la muestra conforme aumenta la concentracion de NaOH vy la
temperatura del tratamiento. Posiblemente este fendmeno ocurra por diferentes
situaciones. Uno de ellos se propone que es debido a la remocion de lignina en la
matriz y a su vez, los componentes de naturaleza fendlica que la conforman, al
someterlos a tratamiento térmico, éstos lograran polimerizarse entre si, formando
subproductos obscuros. De esta manera se explicaria el aumento gradual en el
obscurecimiento en funcion del NaOH y la temperatura para el caso del bagazo de
toronja (figura 15), sin embargo, este comportamiento no se observa tan claro para
el caso de bagazo de mandarina (figura 16). Es interesante destacar que ambos

bagazos contienen muy poca lignina nativa (figuras 13 y 14).
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Con base en esto, se propone que no necesariamente deba removerse por
completo la lignina durante el pretratamiento para obtener la mayor concentracion
de azlcares totales, si no que tan solo debe deconstruirse a la matriz, de tal
manera que el acceso para la accion enzimatica subsecuente sea el suficiente

para entrar en contacto con el sustrato.

De izquierda a derecha se
muestran los bagazos
pretratados a 50°C, 70°C y
90°C y de arriba abajo
corresponde a la
concentracion de NaOH
1,25%, 2,5% y 3,75%.

Figura 15.Bagazo de toronja pretratado a diferentes concentraciones de NaOH y
temperatura.

o foos < i & - De izquierda a derecha se
g ez/;a .r‘?;/ju,y rm,/dfy// muestran los bagazos
AN e @Qﬁ pretratados a 50°C, 70°C y
4" 90°Cy de arriba abajo

= corresponde a la concentraciéon
de NaOH 1,25%, 2,5% y
3,75%.

Figura 16.Bagazo de mandarina pretratado a diferentes concentraciones de NaOH
y temperatura.
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Otro posible factor involucrado en el obscurecimiento se deba a la oxidacién del
acido ascorbico (vitamina C). Se sabe en general que los productos citricos son
una excelente fuente de esta vitamina. Para la toronja esta reportado un contenido
de 40 mg/100g y para mandarina 25 mg/100g (Ting, 1983).

Al someter previamente el material citrico a un proceso de secado la
concentracion del acido ascorbico disminuye considerablemente debido a que es
una vitamina termolabil, sin embargo, algunos autores indican que este
procesamiento ayuda al mismo tiempo a conservar el acido ascoérbico en los
productos deshidratados por inactivacion de la enzima &cido ascorbico oxidasa;
esta proteina actia en productos frescos que no han sido sujetos a tratamientos
térmicos que la desnaturalicen y su accidn provoca la transformacion de la
vitamina C en &cido deshidroascorbico mediante el consumo de % O2 (Badui,
2000). Durante el proceso de pretratamiento el acido ascérbico es expuesto a
temperaturas mayores a los 50°C, lo cual promueve su degradacion, provocando

un pardeamiento en el material.

Segun Bornik y Kroh (2013) demostraron que matrices que contienen &cido
galacturénico en su composicion al someterlas a tratamiento térmico en pH de 3 a
6, existe formacion de componentes de degradacion tales como furano, que
proporcionan una tonalidad marrén a la matriz una vez que se comienzan a
producir dichos productos, hasta llegar a compuestos poliméricos, dando asi una
mayor intensidad de obscurecimiento, lo cual posiblemente también ocurra en el

bagazo de toronja y mandarina.

Evaluacion de la hidrélisis enzimatica

En el caso del bagazo de toronja se obtuvo la mayor concentracion de azucares al
utilizar celulasa y pectinasa (tabla 9 y figura 17; 1,25%NaOH + 90°C) produciendo
por cada gramo de materia seca 423,7 mg de azUcares reductores totales (ART),
asi como 267,3 mg de glucosa/g MS. En comparacion con el ensayo donde
anicamente se utilizo pectinasa (bajo las mismas condiciones) se obtuvieron 389,2
mg ART/g MS y 252 mg glucosa/g MS (anexo, tabla 15 y figura 26).
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Esto significa que después del pretratamiento y sacarificacion enzimatica se
producen cantidades de glucosa muy cercanas a las tedricas esperadas por la
hidrolisis completa de la celulosa (12% para la toronja, figura 14) x 1,11 = 133,2
mg glucosa/g bagazo) + 140 mg de glucosa nativa/g bagazo = 273,2 mg glucosa/g

bagazo.

Una apreciacion que salt6 a la vista fue que el acido galacturonico esperado en los
hidrolizados también resultdé sensible al método DNS (mostrando un extremo
reductor), lo cual produjo el croméforo tipico detectado en 540 nm. Esto fue
corroborado mediante la elaboracion de una curva patrén de acido galacturénico,
reactivo disponible en el laboratorio.

Tabla 7. Obtencion de azucares con celulasa y pectinasa en bagazo de toronja.

Celulasa + Pectinasa

Temperatura % m/m AzUcares reductores** mg/g Glucosa mg/g materia

NaOH materia seca seca
50 1,25 389,2 203,1
50 2,75 384,2 124,2
50 3,75 270,3 138,3
70 1,25 359,2 191,2
70 2,75 337,7 216,4
70 3,75 292,3 190,9
90 1,25 423,7 267,3
90 2,75 321,8 191,1
90 3,75 368,7 242,1

**Azlcares reductores (ART) + acido galacturdnico.

Es importante destacar que el pretratamiento alcalino suave aplicado no tiene un

efecto negativo sobre la degradacion de la glucosa presente de manera nativa en
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el bagazo de toronja, lo cual permite poner en perspectiva la factibilidad de este
proceso de acondicionamiento para la obtencién de azucares y ser transformados

en multiples aplicaciones.

Puede apreciarse un efecto benéfico al combinar ambos cocteles enzimaticos

sobre el sustrato acondicionado.

Grafica de superficie de mg Glucosa/g MS vs. % m/m NaOH; Temperatura

Toronja (Celulasa+Pectinasa)

T

250

mg Glucosa/g MS 200

150

Temperatura (°C)

Figura 17.Glucosa obtenida a partir de bagazo de toronja utilizando celulasa y

pectinasa.

Con respecto al bagazo de mandarina el mejor tratamiento (2,75%NaOH + 90°C)
fue utilizando la mezcla enzimatica de pectinasa y celulasa (tabla 10 y figura 18),
obteniendo 753 mg/g MS de azucares reductores, de los cuales 303,4 mg/g MS
son glucosa. Esto fue expresado por gramo de materia seca, mientras que con el
uso exclusivo de pectinasa a las mismas condiciones se obtuvieron valores de
745,59 mg ART/g MS con 244 mg glucosa/g MS (anexo, tabla 17 y figura 28) y
con celulasa 505,20 mg ART/g MS de los cuales 220 mg/g MS corresponden a

glucosa (anexo, tabla 18 y figura 29). Esto significa que después del
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pretratamiento y sacarificacion enzimética se producen cantidades de glucosa muy

cercanas a las teoricas esperadas por la hidrélisis completa de la celulosa (15%

para la mandarina, figura 13) x 1,11 = 166,5 mg glucosa/g bagazo + 140 mg de

glucosa nativa/g bagazo = 306 mg glucosa/g bagazo.

Tabla 8. Obtencion de azlcares con celulasa y pectinasa en bagazo de

mandarina.

Celulasa + Pectinasa

Temperatura % m/m

Azucares** mg/g

Glucosa mg/g

NaOH materia seca materia seca

50 1,25 702,5 198

50 2,75 966,5 231,6
50 3,75 996,9 222

70 1,25 841,3 238,8
70 2,75 929,3 242,4
70 3,75 668,7 174

90 1,25 689,5 237,6
90 2,75 753,3 303,4
90 3,75 942,8 231,6

**Azlcares reductores (ART) + acido galacturdnico.
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Grafica de superficie de mg Glucosa/g MS vs. % m/m NaOH; Temperatura

Mandarina (Celulasa+Pectinasa)
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Figura 18.Glucosa obtenida a partir de bagazo de mandarina utilizando celulasa y
pectinasa.
La mayor produccién de azucares con la mezcla enzimatica se debe a que en los
endocarpios existen dos polisacaridos, los cuales son una fuente importante de
azucares (celulosa y pectina) y al introducir dos grupos de enzimas especificas
para cada uno de ellos (celulasas y pectinasas) se potencializa la produccion de
azucares. Las pectinasas son un grupo de enzimas de diversos tipos encargadas
de degradar a la pectina hasta sus compuestos monoméricos elementales, tales
como arabinosa, galactosa, xilosa, acido ferulico, apiosa y fructosa, entre otros (de

Vries y Visser, 2001; Jayani y cols., 2005).

Todo parece indicar que uno de los factores que afectan la hidrdlisis de la biomasa
lignocelulésica es la asociacion de las cadenas de celulosa con otros polimeros y
estructuras protectoras que estan presentes en la pared celular como la lignina,
pectinas, hemicelulosa, proteinas, etc., los cuales al parecer han sido eliminados

por el pretratamiento alcalino suave (Taherzadeh, 2007).
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Efecto de la Temperatura en la produccion de azlicares

En la figura 19 se muestra la produccion de glucosa en funciéon de la
concentracion de NaOH y la temperatura de un ensayo realizado por Li y
colaboradores en 2004; y se observa en primera instancia que conforme se
aumenta la temperatura en el pretratamiento, la produccion de glucosa aumenta.
Asi mismo; en el presente trabajo la produccion de azlcares se vio favorecida a
una temperatura de 90°C en ambos bagazos y este fendmeno se puede explicar
debido a que al alcanzar esta temperatura se rompen las interacciones
moleculares en la lignina, lo que permite una mayor exposicién de las fibras de
celulosa y hemicelulosa, las cuales son la fuente potencial de azucares. La
temperatura del medio favorece la desestabilizacion de los enlaces covalentes que
mantienen unidos a los mondémeros de la lignina (Fu y cols., 2010). Asumir que la
temperatura de hidrdlisis es una variable importante en la produccién de azucares
a partir de celulosa tiene validez, considerando que la degradacion de los
polimeros aumenta con el incremento de la temperatura y que la degradacion

térmica del polimero de celulosa se inicia a partir de 160°C (Tillman, 1981).

Se ha demostrado que la temperatura y el uso de &lcali tienen una estrecha
relacion en la remocion de lignina. En 2007 Saha y Cotta fueron capaces de
maximizar la sacarificacion en residuos agroindustriales y trabajar a temperaturas
cercanas a 30°C, sin embargo, fue necesario utilizar una concentracion de NaOH

de 8,6% m/m para remover cerca de 16,7% de lignina.
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Figura 19. Efecto de la temperatura sobre la produccion de azucares en residuos

agroindustriales (Li y cols., 2004)

Efecto de la concentracidon de alcali en la produccién de azUcares

En este ensayo se identificé la concentracion de NaOH que favorecié una mayor
produccion de azucares, en el caso del bagazo de mandarina fue de 2,75% m/m
de NaOH y para bagazo de toronja 1,25% m/m NaOH. En la figura 20 se observa
la dependencia de la produccién de glucosa en funcion de la concentracién de
NaOH, es decir, conforme aumenta la concentracion de alcali en el pretratamiento
la concentracion de glucosa se incrementa (rastrojo de maiz). En este trabajo se

alcanzaron 2 maximos: 2,75% de NaOH (mandarina) y 1,25% de NaOH (toronja).

Cabe resaltar que en la caracterizacion de los endocarpios se obtuvieron valores
de 5% de lignina en mandarina y 2% para toronja. A partir de esto, se puede decir
que el uso de disoluciones de alcali para remover lignina en biomasa depende
directamente de la proporcion en que esté presente y en este caso basté con
utilizar una concentracion de NaOH al 1,25% m/m para modificar su estructura
(2% de lignina) y NaOH al 2,75% m/m (5% de lignina), en bagazo de toronja y

mandarina, respectivamente.

En un estudio realizado por Li y colaboradores en 2004 utilizando residuos de
maiz pretratado con diferentes concentraciones de NaOH identificaron que la
produccion de glucosa aumentaba conforme se sometia a concentraciones de
alcali mas altas (figura 20). Cabe mencionar que dentro de este estudio la

temperatura se mantuvo constante a 50°C.
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Figura 20. Efecto de la concentracion de alcali sobre la produccion de glucosa en

residuos de maiz (Li y cols., 2004).

Dentro del ensayo con los diferentes bagazos, se observa que caracterizar
inicialmente el contenido de lignina en la muestra puede ser un parametro
importante para proponer condiciones de pretratamiento. Asi mismo, se debe
considerar que los macro componentes de los cuales depende principalmente la
produccién de azucares son los polimeros celulosa y hemicelulosa, sin embargo,
es importante conocer la composicion de la materia prima para maximizar su

aprovechamiento, como en este caso la pectina presente en alta cantidad.

Prueba de escalamiento en sacarificacion y produccion de etanol con S.
cerevisiae

En este ensayo se trabajo con el bagazo pretratado a las condiciones que
favorecieron la maxima produccion de azlcares, es decir, para mandarina 2,75%
NaOH+ 90°C y para toronja 1,25% NaOH+ 90°C, en ambos casos se aplico la

mezcla de dos cocteles enzimaticos. De esta manera se validd el comportamiento
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sobre la produccion de azlcares durante la sacarificacion de la celulosa y del

consumo de éstos en el proceso de fermentacion (figura 21y 22).

La figura 21 corresponde a bagazo de mandarina y se observa que durante las
primeras 144 horas (6 dias) se produjo un maximo de ~86 mgART/mL, de los
cuales ~32mg/mL corresponden a glucosa. La glucosa proviene de 16,7 mg/mL de
celulosa + 14 mg/mL de glucosa adherida al bagazo = 30,7 mg/mL. A partir de
ello, se estimaria una produccion de etanol de ~15.4 a 16,0 mg/mL (considerando
una conversion de glucosa del 100%). En este caso se obtuvo un maximo de
etanol de ~22 mg/mL (figura 21). Como se recordara, se encuentran presentes
otros hidratos de carbono adheridos al bagazo, tales como fructosa y sacarosa y
galactosa (Grohmannet y cols., 1994; Machado y cols., 2010), los cuales
cuantifican de manera adicional 8 mg/mL (~4 mgEtOH/mL), que fueron

metabolizados a etanol, de acuerdo con el balance en la figura 13.

El contenido de glucosa proporcionado por la mezcla enzimatica se encuentra
cerca de 0,1 mg/mL, de tal manera que no impacta significativamente en la
produccion de etanol.

Puede apreciarse en la figura 21 que los azlcares reductores totales no son
consumidos en su totalidad, esto es debido a la presencia del acido galacturénico
remanente que no puede ser metabolizado por Saccharomyces cerevisiae. Como
se comentd previamente este compuesto resultd sensible al método analitico
DNS, cuyo valor esperado segun la figura 13 seria ~38 mg/mL, un valor similar a

los azucares remanentes observados en la figura 21.
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Figura 21. Produccion y consumo de azucares durante la hidrdlisis enzimatica y

fermentacion en bagazo de mandarina.

En la figura 22 se observa el comportamiento obtenido en la produccion y
consumo de azlcares para bagazo de toronja, alcanzando valores cercanos a los
de mandarina, con un maximo de ~86 mg ART/mL y ~28 mg glucosa/mL que
corresponden al dia cuatro. La glucosa teérica proviene de 13,3 mg/mL de
celulosa + 14 mg/mL de glucosa adherida al bagazo = 27,3 mg/mL. Posterior a
este tiempo se observa que la glucosa es metabolizada por completo por la
levadura al dia 8 y corresponde al valor maximo obtenido de etanol, es decir,
cerca de ~20 mg/mL (figura 22). El valor tedrico esperado de etanol a partir de
glucosa es ~14 mg/mL, sin embargo, se produce un adicional que proviene de la
fermentacién de los azlucares adheridos al bagazo nativo (fructosa, sacarosa), que
de acuerdo con la figura 14 son ~9 mg/mL (~4,5 mL EtOH/mL).

Puede apreciarse en la figura 22 al acido galacturonico remanente que no puede
ser metabolizado por Saccharomyces cerevisiae, cuyo valor esperado segun la
figura 15 seria ~36 mg/mL, un valor similar a los azicares remanentes observados

en la figura 22.
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Figura 22.Produccion y consumo de azucares durante la hidrdlisis enzimatica y
fermentacion en bagazo de toronja

Cabe resaltar la importancia de cuidar la fase de pretratamiento para no degradar
los azucares adheridos en el bagazo de forma nativa y de esta manera generarse
inhibidores de la fermentacion, de ser asi, la levadura se encontraria en estrés

metabdlico y no se observarian los valores de produccion de etanol encontrados.

En una investigacion realizada por Zhao y colaboradores en 2009 estudiaron la
sacarificacion y fermentacion simultdnea en materiales lignocelulésicos (figura 23),
los autores reportaron una cepa de S. cerevisiae modificada genéticamente para
metabolizar algunas pentosas, las cuales son producto de la sacarificacién y de
esta manera aumentar los rendimientos en la obtencibn de etanol. El
microorganismo mAas utilizado para la produccion de etanol en procesos
industriales es S. cerevisiae, que ha demostrado ser muy robusto y bien adaptado
a la fermentacion de hidrolizados lignoceluldsicos. S. cerevisiae puede fermentar
facilmente hexosas, pero dificilmente xilosa en hidrolizados de lignocelulosa,
porque S. cerevisiae carece de enzimas que convierten la xilosa en xilulosa, para

ello es necesario la ingenieria metabdlica (Galbe, 2002).
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Figura 23. Productos obtenidos durante la sacarificacion de residuos
lignocelulésicos (Zhao y cols., 2009).

En la figura 23 se muestran diversos productos que se pueden obtener a partir de
materiales lignocelulésicos y con esto obtener un beneficio, por ejemplo, la
obtencién de un jarabe rico en azlcares podria utilizarse en la elaboracion de
confites, endulzantes para bebidas e incluso como medio de cultivo para la

produccion de vinagre.

Fermentacion de bagazo utilizando liquido ruminal

Previamente en el grupo de investigacion se llevd a cabo la fermentacion
anaerobica de residuos pretratados de lirio acuatico usando liquido ruminal. Este
material lignocelulésico contiene carbohidratos como la hemicelulosa (~33%) vy
celulosa (19%) presente en una menor proporcion. La temperatura de
pretratamiento 80°C y NaOH al 3,75% m/m gener6 un material en que se obtuvo el

mejor resultado de digestibilidad: ~77,6% (con respecto a la materia seca), por lo
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que se obtuvo una mejoria del 18,4% en comparacion con la digestion del lirio sin
pretratamiento (Rubio, 2015).

Para este trabajo se tomd la experiencia previa y se colocdé una muestra control,
es decir, aguella en que no se sometié a pretratamiento e hidrolisis enzimatica al
endocarpio de toronja disponible en ese momento del afio (tabla 11 y figura 24)
con la finalidad de evaluar el potencial del bagazo para la obtencién de metano a
partir de azucares producidos de este mismo, utilizando diferentes

microorganismos, los cuales tienen un metabolismo anaerdébico estricto.

Se observa que el grado de conversion de sustrato es proporcional al volumen
inoculado de liquido ruminal, resultando en una conversibn de azuUcares
reductores totales adheridos del 79,2% y para la glucosa un valor superior al
84,1%. Al final se aprecié una cantidad considerable de fibras en el fondo del
matraz quedando sin transformarse. La concentracién proteica inicial del liquido
ruminal fue 1,6 mg/mL. Los matraces fueron cargados con 40 mL de disolucién

amortiguadora de citrato 100 mM y 4 gramos de bagazo crudo (10% consistencia).

Tabla 9. Fermentacién de bagazo de toronja. Muestra control.

Muestra sin pretratar y sacarificar

Identificacion Liquido mg ART mg % mg mg Glucosa %
ruminal (inicial)**  ART  Conversion Glucosa (final) Conversion
adicionado (final) ART (inicial) Glucosa
(mL)
1C (24 h) 1,25 804,0 446,0 44,5 360,0 267,3 25,8
2C (48 h) 2,5 804,0 385,9 52,0 360,0 240,8 33,1
3C(72 h) 3,75 804,0 332,7 58,6 360,0 187,3 48,0
4C (96h) 5 804,0 247,4 69,2 360,0 144,0 60,0
5C (120 h) 6,25 804,0 176,5 78,0 360,0 57,4 84,1
5C (144 h) 6,25 804,0 166,9 79,2 360,0 No detectable >84,1

**Azlcares reductores (ART) + acido galacturdnico.
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Figura 24.Conversion de sustrato en bagazo de toronja. Muestra control.

Como ya fue mostrado previamente, la concentracion de azucares reductores
totales adheridos al bagazo de toronja crudo es significativa, su conversion
durante la fermentacion fue del 79,2%. Por su parte, la glucosa presenté una
conversion superior al 84,1%, quedando en el medio una concentracion menor de
1 mg/mL no detectable por el kit de medicién. La concentracién final de azlcares
parece indicar que no fueron obtenidos azucares reductores adicionales o &cido

galacturoénico por el proceso de transformacion del residuo lignocelulésico.

Por otro lado, la muestra pretratada e hidrolizada contiene una mayor
concentracion inicial de azucares, glucosa y acido galacturénico (AG) con respecto
a los experimentos de control sin pretratamiento y sacarificacion, pero la
conversion de éstos durante la fermentacion fue baja, ya que solo se obtuvo
38,9% de transformacion para los azucares reductores totales y AG, ademas
47,0% para glucosa (tabla 12 y figura 25). Es posible que se esté presentando un
proceso de aclimatacion de los microorganismos, ya que su fuente de carbono
natural en el interior del estdmago del rumiante es el rastrojo de maiz. También es

posible que tenga lugar un proceso de represion catabodlica, al existir
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concentraciones elevadas de glucosa y &cido galacturénico en los hidrolizados.

Por estas razones, se decidio diluir el hidrolizado de toronja con agua destilada, en

una proporcion 1:1, 1:5y 1:10, como lo sugieren trabajos previos de fermentacion

anaerobica de residuos provenientes de la industria alimentaria, con el proposito

de generar una mezcla rica en metano y CO2 (Méndez y cols., 2009).

Tabla 10. Fermentacién de bagazo de toronja. Muestra pretratada.

Muestra extrudada y sacarificada

Identificacion Liquido mg ART mg % mg mg %
ruminal (inicial)**  ART  Conversién  Glucosa Glucosa Conversidn
adicionado (final) ART (inicial) (final) Glucosa
(mL)

1E (1:4) 1,25 2648,6  2619,5 1,1 1090 937,4 14

2E (1:4) 2,5 2648,6  2548,0 3,8 1090 893,8 18
3E (1:4) 3,75 2648,6  2450,0 7,5 1090 831,7 23,7
4E (1:4) 5,0 2648,6  2383,4 10,0 1090 792,0 27,34
5E (1:4) 6,25 2648,6  2259,9 14,7 1090 770,2 29,34
5E 144 Hrs 6,25 2648,6 1618,8 38,9 1090 577,6 47,01
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0

**Azlcares reductores (ART) + acido galacturdnico.
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Figura 25.Conversion de sustrato en bagazo de toronja. Muestra pretratada.
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El bajo aprovechamiento observado para los sustratos parece tener relacién con
una baja carga microbiana inoculada a cada matraz (1,9, 3,9, 5.9, 7,9 y 9,8 mg de
proteina) conteniendo 40 mL de hidrolizado enzimatico (concentracion de
azucares reductores + AG de 66,2 g/L) con 10% de carga de solidos. Por ejemplo,
Oliva y cols., 2017 han reportado la adicion de microorganismos en concentracion
de 1 g/L a hidrolizados de paja de cebada con una concentracion inicial de glucosa
de 50 g/L.

Para promover la adicion de un volumen menor de inoculo ruminal (acceso
limitado) al hidrolizado enzimatico, se opté por diluir la muestra de hidrolizado
enzimatico en proporciéon 1:1, 1:5 y 1:10; con la finalidad de observar si la
poblacién microbiana presente en el liquido ruminal es capaz de metabolizar por
completo los azucares reductores + AG disponibles en las muestras diluidas. En la
tabla 13 se presentan los resultados de la fermentacion llevada a cabo durante un
periodo de tres dias. La conversién de glucosa es completa para los hidrolizados
con dilucion 1:5y 1:10. En cuanto a los azUcares reductores totales + AG fue 47,3
y 77,0% respectivamente. Para la dilucion del hidrolizado en proporcion 1:1, la

conversion de glucosa y ART + AG sigue manteniéndose baja.

Tabla 11. Fermentacion con liquido ruminal a muestra pretratada y sacarificada
diluida diez veces.

Muestra extrudada y sacarificada

Liquido ruminal  mgART  mgART % Conversion % Conversion

adicionado (inicial)**  (final) ART Glucosa
Identificacién
(mL)
Dil 1:10 6,25 264,9 61,0 77,0 100
Dil 1:5 6,25 529,7 279,3 47,3 100
Dil 1:1 6,25 1324,3 688,0 48,0 63,6

**AzUcares reductores (ART) + acido galacturonico.
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Tabla 12. Produccion de biomasa a las 144 horas utilizando liquido ruminal

Liquido ruminal mg
dentificacid adicionado Proteina 3 (final
Identificacion (mL) (inicial) mg Proteina (final)
Dil 1:10 6,25 9,8 12,0
S5E 6,25 9,8 85,6
5C 6,25 9,8 46,7

En la tabla 14 puede apreciarse que para los experimentos 5E (hidrolizado
enzimatico) y 5C (bagazo de control), la produccion de biomasa aumenté de
manera considerable, principalmente para la muestra de hidrolizado enzimatico;
en este sentido, para la muestra con dilucion 1:10 (hidrolizado enzimatico), la
cantidad de biomasa generada fue menor. En todos los experimentos llevados a
cabo en esta etapa se observd la presencia de aumento en el volumen de los

globos colocados en la parte superior de los matraces.

En 2006 la FAO publicé un articulo referente a las emisiones producidas por el
ganado, e identific6 que el metano representa cerca del 54% de los gases de
efecto invernadero, mientras que los rumiantes producen aproximadamente 6% de
este gas, lo cual estd relacionado directamente con su alimentacion. En este
trabajo se presenta una alternativa de aprovechamiento de residuos utilizando las
caracteristicas del metabolismo llevado a cabo en rumiantes para obtencion de

metano, el cual puede ser aislado y aprovechado como combustible.
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CONCLUSIONES

La extrusion alcalina suave y sacarificacion enzimatica de pulpas o endocarpios de
mandarina y toronja favorecio la produccion de glucosa y acido galacturonico en
comparacién con las muestras de bagazo crudo, sin ser afectados por el proceso
de pretratamiento los azlcares nativos adheridos. Las hexosas fueron
fermentadas facilmente por Sacharomyces cerevisiae para la produccion de

etanol.

Las condiciones mas favorables para el procesamiento de ambos residuos
resultaron ser 90°C, en combinacién con NaOH de 2,75% para bagazo de
mandarina y 1,25% para bagazo de toronja. Para ello se utiliz6 una mezcla
enzimatica de pectinasa (3XL) y celulasa (NS-22192) implementando una carga
de 10% de sodlidos durante la sacarificacion. Bajo estas condiciones se obtuvieron
753 mg de ART/g extrudado, de los cuales 303 mg/g extrudado corresponden a
glucosa para mandarina. Para toronja se obtuvieron 423 mg de ART/g extrudado y

267 mg/g de extrudado para glucosa.

Los productos obtenidos de la sacarificacion enzimética pueden servir como
sustrato para la propagacidon de biomasa de microorganismos anaerobios
presentes en el liquido ruminal y posteriormente ser utilizados como inéculo para
la generacion de gas metano en volumenes de hidrolizados més grandes. Se
metabolizd cerca del 47% de la glucosa en el hidrolizado y al diluirlo en cinco y

diez veces se metaboliza por completo la glucosa.

El aprovechamiento de este tipo de residuos agroindustriales evitaria la
produccion de contaminantes del aire, suelo y mantos acuiferos, ademas de
promover la innovacion en ciencia y tecnologia con los principios de la quimica

verde y crear consciencia ambiental sobre el manejo de los residuos.
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PERSPECTIVAS

El presente trabajo surgié como una propuesta para dar solucién a la acumulacion
de desechos agroindustriales provenientes de industrias procesadoras de jugos
citricos. A través de los experimentos realizados se estudiaron factores como
temperatura y concentracion de NaOH en el pretratamiento para generar azlcares

reductores adicionales a los ya presentes de manera natural en ambos bagazos.

Asi mismo se trabajé con la cepa S. cerevisiae para la produccion de etanol y con
la microflora proveniente de rumiantes; sin embargo, lo prolongado que resulto el
trabajo no permitio la identificacion los microorganismos presentes. Se recomienda
hacer una identificacion detallada de los microorganismos presentes en los
hidrolizados, para comprender el metabolismo de las pentosas y del &cido
galacturdnico, puesto que este ultimo es uno de los productos mayoritarios de la
sacarificacion enzimatica y la cuantificacion de metano para la mezcla gaseosa

proveniente de la fermentacion metanogénica.

En este proyecto se utilizé liquido ruminal proveniente de ganado cuya
alimentacion estuvo basada en rastrojo de maiz; sin embargo, seria conveniente
trabajar con liquido de rumiantes cuya dieta sea rica en residuos semejantes a los
presentados en dicho trabajo, es decir, bagazo de citricos o frutas, lo que significa
que posiblemente la microflora se encuentre muy familiarizada con este tipo de

sustratos y se encuentre mayormente adaptada.

53| Pagina



ANEXO

Tabla 13. Obtencidn de azUcares con pectinasa en bagazo de toronja.

Pectinasa

Temperatura % m/m mg Azlcares mg
NaOH reductores**/g  Glucosa/g

materia seca materia

seca
50 1,25 304,80 128
50 2,75 312,79 272
50 3,75 282,32 204
70 1,25 448,65 176
70 2,75 337,26 188
70 3,75 272,83 156
90 1,25 389,21 252
90 2,75 344,01 156
90 3,75 316,28 184

**Azlcares reductores (ART) + acido galacturdnico.
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Figura 26.Glucosa obtenida a partir de bagazo de toronja utilizando pectinasa

Grafica de superficie de mg Glucosa/g MS vs. % m/m NaOH; Temperatura
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Tabla 14. Obtencién de azucares con celulasa en bagazo de toronja.

Temperatura % m/m mg Azlcares mg
NaOH reductores**/g  Glucosa/g
materia seca materia

seca

50 1,25 212,39 136

50 2,75 360,74 144

50 3,75 360,74 156

70 1,25 269,83 132

70 2,75 239,86 200

55|Pagina



70 3,75 143,96 148
90 1,25 180,42 128
90 2,75 202,90 192
90 3,75 208,39 148

**Azlcares reductores (ART) + acido galacturdnico.

Figura 27.Glucosa obtenida a partir de bagazo de toronja utilizando celulasa.

Grafica de superficie de mgGlucosa/g mate vs. % m/m NaOH; Temperatura

200

180
mg Glucosa/g MS

160

140

Toronja (Celulasa)

Temperatura (°C)

77}
(7
ZH]

56 | Pagina



MANDARINA

Tabla 15. Obtencion de azucares con pectinasa en bagazo de mandarina.

Pectinasa
Temperatura % m/m mg Azucares mg
NaOH reductores**/g  Glucosa/g
materia seca materia

seca

50 1,25 543,20 196
50 2,75 654,19 232
50 3,75 882,70 270
70 1,25 745,59 241
70 2,75 763,00 256
70 3,75 634,60 238
90 1,25 854,41 269
90 2,75 745,59 244
90 3,75 739,06 236

**Azlcares reductores (ART) + acido galacturdnico.
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Figura 28.Glucosa obtenida a partir de bagazo de mandarina utilizando pectinasa

Grafica de superficie de mgGlucosa/g mate vs. % m/m NaOH; Temperatura
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Tabla 16. Obtencion de azucares con celulasa en bagazo de mandarina.

Celulasa
Temperatura % m/m mg Azucares mg
NaOH reductores**/g  Glucosa/g
materia seca materia

seca

50 1,25 408,27 148
50 2,75 443,09 152
50 3,75 443,09 228
70 1,25 451,80 200
70 2,75 538,85 228
70 3,75 484,44 168
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90 1,25 536,67 220

90 2,75 506,20 220

90 3,75 467,03 176

**Azlcares reductores (ART) + acido galacturdnico.

Figura 29.Glucosa obtenida a partir de bagazo de mandarina utilizando celulasa.

Grafica de superficie de mg Glucosa/g MS vs. % m/m NaOH; Temperatura
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