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RESUMEN

Los limones son frutas citricas &cidas, éstos son muy importantes ya que producen
metabolitos primarios como grasas y proteinas, asi como metabolitos secundarios
como los alcaloides, aceites esenciales, terpenoides y uno de los mas importantes
son los flavonoides, el cual protege al fruto y muchos de sus nutrientes.

Se utilizé el limoén mexicano, ya que es uno de los principales frutales dentro de los
112 reportados por el SIACOM (Sistema de Informacion Agroalimentaria de
Consulta), siendo el principal productor de este citrico el estado de Michoacan, es
también el principal citrico cosechado después de la naranja con el 82% del total
nacional y por ello uno de los citricos con mayor incidencia de desechos industriales
y en el campo.

Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios de las plantas, frutas y
vegetales, poseen un anillo aromatico unido a uno o mas grupos hidroxilo,
incluyendo derivados funcionales (ésteres, glucosidos), el grupo mas importante de
estos compuestos son los flavonoides, con una estructura molecular Cs-C3-Cs. La
identificacion, cuantificacidn y extraccién de los flavonoides ha despertado un gran
interés debido a que se ha reportado que poseen propiedades benéficas para la
salud del ser humano, tales como actividades anticancerigenas, antiinflamatorias,
antivirales, antialérgicas, proteccion contra enfermedades del corazén vy
propiedades antioxidantes. En los frutos citricos se presentan tres tipos de
flavonoides: flavanonas glicosidicas, las flavonas polimetoxiladas y los flavonoles,
siendo las cdscaras una importante fuente de estos compuestos.

El objetivo de este trabajo fue extraer y cuantificar el contenido fendlico de las
cascaras de citricos cultivados en México, asi como los flavonoides. Esto se
determind evaluando el mejor sistema de extraccion de los compuestos fendlicos y
flavonoides mayoritario, teniendo como variables la temperatura de extraccion, la
concentracion del disolvente (etanol), y el tiempo de extraccion. La cuantificacion
de los compuestos se realizé mediante la técnica de espectrofotometria. EI mejor
modelo de extraccidn de los compuestos fendlicos al igual que el de los flavonoides
fue con una concentracion de disolvente (Etanol) al 80%, con un tiempo de 12 horas
y una temperatura de 45 °C para lo fenoles y (75°C) para los flavonoides,
obteniéndose 3.5538 mg/g b.s. y 3.3804 mg/g b.s. respectivamente. Finalmente, el
residuo de las anteriores separaciones, se sacarific6 con objeto de obtener sus
azucares y la posibilidad de obtener etanol de ellos. La sacarificacion se realizo,
primero con una hidrdlisis 4cida y segundo con el residuo del primer paso se
sometid a una digestion enzimatica y se obtuvieron los resultados siguientes, 30.18
g/L en la hidrdlisis acida y 36.103 g/L en la digestion enzimatica.

Palabras claves: Biomasa, Sacarificacion, Extraible, Bioetanol
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ABSTRACT

Lemons are acid citrus fruits, these are very important because they produce
primary metabolites, such as fats and proteins and secondary metabolites such as
alkaloids, essential oils, terpenoids and one of the most important, flavonoids, which
protects the fruit and many of nutrients.

Was used the Mexican lime, as it is one of the main fruit within the 112 reported by
the SIACOM (Agricultural Information System Consultation), being Michoacan state
the largest producer of citric, the lemon is also the main citrus harvested after the
Orange with 82% of the national total and therefore one of the highest incidence of
citrus industrial waste and in the field.

Phenolic compounds are secondary metabolites of plants, fruits and vegetables,
have an aromatic ring fused to one or more hydroxyl groups, including functional
derivatives thereof (esters, glycosides), the most important group of these
compounds are flavonoids with a molecular structure C6-C3-C6. The identification,
guantification and extraction of flavonoids has aroused great interest because it has
been reported to have beneficial properties for human health, such as anti-cancer
activity, anti-inflammatory, antiviral, antiallergic, protection against heart disease
and antioxidant properties. In the citrus there are three types of flavonoids:
glycosidic flavanones, the polymethoxylated flavones and flavonols being shells a
major source of these compounds.

The objective of this study was to extract and quantify the phenolic content of citrus
peels cultivated in Mexico as well as flavonoids. This was determined by evaluating
the best system of extraction of phenolic compounds and major flavonoids, having
as variables the extraction temperature, the concentration of solvent (ethanol), and
the extraction time. Quantitation of the compounds was performed by
spectrophotometry. The best model of extraction of phenolic compounds like the
flavonoids was at a concentration of solvent (ethanol) 80% with a time of 12 hours
and a temperature of (45 °C) for phenols and (75 °C) for flavonoids, yielding 3.5538
mg /g bs and 3.3804 mg / g b.s. respectively. Finally, the residue from the previous
separations is saccharified to obtain the sugars and the posibility of obtain ethanol
to them. The saccharification was carried out, first with an acid and the second
hydrolysis step of the first residue was subjected to enzymatic digestion and the
results below, 30.18 g / L in the acid hydrolysis and 36 103 g / L were obtained by
enzymatic digestion.

Keywords: Biomass, Saccharification, Extractable, Bioethanol
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1 INTRODUCCION

La produccion nacional de limon es de 2.055.209 toneladas, de las cuales los
estados de Michoacéan y Veracruz aportan el 50%. Cabe mencionar que el Valle de
Apatzingdn es la region productora mas importante de Meéxico, siendo los
municipios de Buenavista, Apatzingan y Aguililla, Estos tres municipios aportan en
su conjunto el 73 por ciento de la produccion estatal [61].

Las plantas han sido utilizadas en la medicina tradicional en diversas culturas a lo
largo el mundo, estas también son la base de la cadena alimenticia que soporta
todas las formas de vida en nuestro planeta. Pero ademas de esto las plantas
producen sustancias como los carbohidratos, las proteinas y las grasas, que los
investigadores han denominado METABOLITOS PRIMARIOS, dado que se
encuentran en practicamente todas las formas de vida y cumplen funciones béasicas
para la misma, existen otras que no se encuentran tan distribuidas y que se hallan
restringidas solo a ciertas especies, géneros o familias como son los alcaloides, las
saponinas esteroides, los aceites esenciales, los terpenoides, etc., a los cuales se
les denomina METABOLITOS SECUNDARIOS. Dentro de este Ultimo grupo estan
los FLAVONOIDES [48].

Los flavonoides son polifenoles que se encuentran comunmente en frutas, en
citricos, vegetales, nueces y granos; se pueden encontrar en forma libre o unidos
a azucares formando heterdsidos; estos compuestos han despertado un gran
interés en la investigacion debido a que se ha reportado que poseen diversas
propiedades benéficas para la salud del ser humano, tales como actividades
anticancerigenas, antiinflamatorias, antivirales, antialérgicas, proteccion contra
enfermedades del corazén, ademas de propiedades antioxidantes. Se ha reportado
que los frutos citricos tienen un alto contenido de compuestos fendlicos, siendo las
cascaras de estos frutos una fuente importante de estos compuestos [39] [49].

Los aceites esenciales también forman parte de este grupo, estos; generalmente
son mezclas complejas de hasta mas de 100 componentes que pueden ser:

- Compuestos alifaticos de bajo peso molecular (alcanos, alcoholes, aldehidos,
cetonas, ésteres y acidos),

- Monoterpenos,

- Sesquiterpenos y

- Fenilpropanos.

Se encuentran principalmente en sacos de forma ovalada en el avedo o en la
porcion verde de la cascara y actia como una barrera tdxica natural para muchos
microorganismos e insectos [47].
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Por otro lado, la creciente necesidad de disminuir la dependencia hacia el petréleo,
ha promovido la busqueda de fuentes alternas de energia renovable para la
generacion de combustibles en grandes cantidades y que genere menos
contaminacion atmosférica (BIOCOMBUSTIBLES).

Los biocombustibles son aquellos combustibles producidos a partir de la biomasa
y que son considerados, por tanto, una energia renovable. Se pueden presentar
tanto en forma sodlida (residuos vegetales, fraccion biodegradable de los residuos
urbanos o industriales) como liquida (bioalcoholes, biodiésel) y gaseosa (biogas,
hidrogeno).

El bioetanol, es un biocombustible que se mezcla con éxito con la gasolina se
diferencia de los combustibles tradicionales (petrdleo, carbon y gas natural) en que
no se encuentra en yacimientos, almacenado en la tierra, sino que se obtiene a
partir de las plantas. Precisamente por esto, uno de sus principales atractivos es su
caracter renovable y sostenible desde el punto de vista ambiental [20].

Por lo anterior, es importante el aprovechamiento de estos subproductos
industriales, implementando un método de extraccion para recuperar la mayor
cantidad de compuestos con valor agregado.
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1.1.1 JUSTIFICACION

Michoacan es uno de los estados mas importante en la produccion de limon, este
junto con el estado de Veracruz aportan el 50% de la produccién nacional, sin
embargo, existe una gran produccion de Ilimén que no cumple con la
especificaciones requeridas para su exportacion y por lo tanto es rechazado, mucho
de este limén se abandona en los campos llegando a un estado de putrefaccion
que ya no es adecuado para el consumo humano, perdiéndose cantidades en
toneladas y repercutiendo econdmicamente en el campo mexicano. Esto también
ha llegado a considerarse como un problema de contaminacion ambiental o bien
un costo adicional en transporte y mano de obra [61].

A pesar de todos los posibles usos y beneficios de este producto, se ha considerado
como material de desecho en muchas ocasiones, ademas de ser grandes
cantidades, las industrias dedicadas al aprovechamiento del limén como la de
jugos, la cascara contintda siendo un material de desecho y esto implica la pérdida
de estos biocompuestos.

Por otro lado, hoy en dia uno de los retos méas importantes consiste en satisfacer la
demanda energética a nivel mundial, la cual ha sido cubierta por combustibles de
origen fésil los cuales generan emisiones que provocan el efecto invernadero.
Considerando lo anterior, se han desarrollado tecnologias que permiten utilizar el
residuo final para la obtencion de biocombustibles [34].

Razon por la cual consideramos conveniente aprovechar este limon residual
buscando solucionar este problema de contaminacion y dando una plusvalia al
producto, teniendo en cuenta que estos biocompuestos obtenidos del limén tienen
un potencial de comercializacion importante.

1.1.2 HIPOTESIS

La separacion de metabolitos secundarios como los aceites esenciales, fenoles y
flavonoides del limoén residual permitird un aprovechamiento integral de este
citrico.
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1.13

OBJETIVOS

Objetivo general

Separar los compuestos contenidos en el limén con rendimientos aceptables que
permitan el aprovechamiento integral del limon.

Objetivos especificos

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

X/

L X4

X/

L X4

X/
L X4

Realizar la extraccion y cuantificacion de los compuestos fendlicos de las
cascaras de las frutas citricas en condiciones predeterminadas, evaluando
el efecto del disolvente, temperatura y tiempo de extraccion de los
compuestos fendlicos, en un disefio factorial.

Realizar la extraccion y cuantificacion de flavonoides de las cascaras de las
frutas citricas en condiciones predeterminadas, evaluando el efecto del
disolvente, temperatura y tiempo de extraccion de los compuestos fendlicos,
en un disefio factorial.

Determinar las condiciones de extraccion de los compuestos fendlicos

mayoritarios.

Determinar las condiciones de extraccidbn con mayor concentracion de
flavonoides.

Determinar el mejor solvente para la separacion de los aceites esenciales
con sus condiciones 6ptimas, por el método Soxhlet.

Realizar la sacarificacion del residuo obtenido en los procesos anteriores
utilizando el método de superficie de respuesta para determinar las
condiciones 6ptimas de la sacarificacion.

Cuantificacion e identificacion de los azlcares obtenidos.
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1.2 ANTECEDENTES

Los compuestos fendlicos representan un numeroso grupo ampliamente distribuido
en la naturaleza. Son componentes importantes en la dieta humana, el consumo
promedio de fenoles en los paises europeos se estima en 23 mg/dia. Existe gran
interés en los compuestos fendlicos debido a su efecto contra algunas
enfermedades como ciertos canceres y desordenes cardiacos derivados de su
poderosa actividad antioxidante [28].

Los compuestos fendlicos poseen una estructura quimica especialmente adecuada
para ejercer una accion antioxidante actuando como captores de radicales libres
neutralizando peligrosas especies reactivas de oxigeno e iones metélicos
guelantes. Ademas, debido a su reactividad, se encuentra en la mayoria de los
casos combinadas como un &cido organico, una azucar o bien, con ellas mismas
para formar polimeros.

Los flavonoides uno de las grandes grupos de compuestos fendlicos junto con los
acidos fendlicos, son un grupo extenso de compuestos derivados del benzo-y-
pirano. En relacion con el hombre, se utiliza para tratar enfermedades inflamatorias,
cardiovasculares, de circulacion sanguinea, antitrombica, anticancerigena, etc.
[28].

1.3 HISTORIA DEL LIMON

Los citricos se originaron desde hace unos 20 millones de afios en el sudeste
asiatico. Desde entonces hasta ahora han sufrido numerosas modificaciones
debidas a la seleccion natural y a hibridaciones tanto naturales como producidas
por el hombre. La dispersién de los citricos desde sus lugares de origen se debi6
fundamentalmente a los grandes movimientos migratorios; conquistas de Alejandro
Magno, expansion del Islam, descubrimiento de América, etc. Este fue introducido
por los arabes en el &rea mediterranea entre los afios 1 000 a 1 200, siendo descrita
en la literatura arabe a finales del siglo XIL.

En la actualidad este citrico, es cultivado en muchos paises muy importantes como
Italia, Espafia, Estados Unidos y Argentina, de los cuales México se considera un
productor que tiene ventajas comparativas con respecto al resto del mundo, por el
tipo de limon producido y sus caracteristicas. También, representa una fuente
considerable de ingresos para los agricultores mexicanos [36].
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El inicio de la expansion de cultivo del limon en nuestra Nacion, es a partir de 1979
donde se observa un proceso acelerado de crecimiento de la superficie sembrada
y de la produccion. Sin embargo, la tradicion del cultivo del limén ha tenido fechas
distintas y procesos diferentes: por ejemplo, en el caso del limén Mexicano la
produccion comercial se realiza desde 1911, el Estado de Michoacan es donde
ocurre esto, cuando un grupo de inmigrantes italianos tenian en su hacienda
alrededor de 80 mil limoneros dedicados a la exportacion a EE.UU., por su parte,
el Estado de Colima inicia el cultivo con fines comerciales a partir de 1925 [31].

1.3.1 FRUTOS CITRICOS

El fruto de los citricos se denomina hesperidio, las frutas citricas se definen como
los tres géneros de la familia Rutéceas: Citrus, Fortunella y Poncirus, los dos ultimos
no tienen valor comercial, por lo que el género Citrus es el que representa mayor
importancia econémica.

Clasificacion cientifica:

Reino: Plantae
Familia: Rutaceas
Género: Citrus

Actualmente, los frutos citricos crecen en todas las regiones del mundo donde el
clima no sea muy severo durante el invierno y existan condiciones favorables de
suelo [55] [68].

1.3.2 MORFOLOGIA DE CITRICOS

Las frutas citricas estdn compuestas de tres diferentes partes morfolégicas:

Epicarpio; Porcion externa de la cascara, también se le conoce como flavedo
(Figura 1), aqui se encuentran los carotenoides, las glandulas oleosas que
contienen los aceites esenciales caracteristicos de cada citrico [66] [67].

Mesocarpio; Se localiza inmediatamente debajo del epicarpio, también se le llama
albedo (Figura 1). Es una capa blanca esponjosa que varia en espesor en los
diferentes tipos de citricos y consiste en dos largas células ricas en sustancias
pécticas y hemicelulosas. Esta capa cubre completamente al endocarpio, el cual es
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la porcion comestible de los citricos. Ambos, el flavedo y el albedo conforman el
pericarpio, comunmente conocido como la corteza o cascara de la fruta.

Endocarpio; La parte comestible de las frutas citricas (Figura 1), estad compuesta
por muchos segmentos, dentro de los cuales se encuentran las vesiculas de jugo
[67] [68].

En la tabla 1, se presenta la composicion quimica de los citricos [57] [62].

Tabla 1: Composicion quimica de los frutos citricos.

componentes
Agua
Azucares reductores
Sacarosa
acidos
Sustancias nitrogenadas
Lipidos
Vitamina c
Vitamina B6
Vitaminas Tiamina
Riboflavina
Niacina
Magnesio
Calcio
Micronutrientes Zinc
carotenos
Flavononas glicosidicas
Flavonoides Flavononas polimetoxiladas
Pectinas

Referencia: Seok et al., 2004, Rincon et al., 2005

Los diversos constituyentes quimicos estan distribuidos a lo largo de varios tejidos,
algunos se concentran mas en unos tejidos que en otros. Por ejemplo, las
flavononas glicosidicas se encuentran en mayor concentracion en el albedo que en
las vesiculas de jugo o el flavedo. El albedo es rico en celulosa, hemicelulosa,
lignina, sustancias pécticas y compuestos fendlicos. La limonina (compuesto
amargo), es mas alto en las semillas y membranas. Los azlcares estan bien
distribuidos en las células de todos los tejidos, pero las células del jugo almacenan
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la mayor cantidad de azlcares en las vacuolas, asi como compuestos
nitrogenados, lipidos, compuestos fendlicos, vitaminas y sustancias inorganicas
[40] [66].

Semillas T Flavedo
- A./
A < Glandulas

Pared celular A oleosas

del segmento

- Albedo

\ Vesiculas de

Jugo

Segmento

Corazon

Figura 1: Seccién transversal de una fruta citrica, (Kawaii et al., 2000, Ting y
Attaway, 1971)

1.4 LIMONES

Los limones son frutas citricas acidas que difieren de las otras variedades de
citricos en cuanto a que tipicamente se consumen con otras comidas. El limén se
produce generalmente en climas mas frios y también se adapta a climas secos. Los
principales productores de limén son: México, La India, Argentina y Estados Unidos.
México esta ubicado en el primer lugar mundial en la produccion de limones y limas.
En el escenario de los frutales en México, el cultivo del limén mexicano es uno de
los principales frutales dentro de los 112 reportados por el Sistema de Informacion
Agroalimentaria de Consulta (SIACON), después de la naranja sin clasificar y la
naranja valencia.

En México, segun el Servicio de Informacion y Estadistica Agroalimentaria y
Pesquera (SIAP) de la SAGARPA, se reportan 4 tipos de limén:

1. ElLimén Mexicano (Citrus aurantifolia, Swingle),
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2.- Limén Persa (Citrus latifolia, Tanaka) que botanicamente pertenecen al
grupo de limas acidas ademéas del limon verdadero o

3.- limon italiano (Citrus limon, Burm)

4.- Limoén real (C. limon).

SoOlo México, Brasil, Egipto y Peru producen limon mexicano. Dado a sus
condiciones climaticas, México dispone de limén durante todo el afio, acentuando
su produccién durante mayo a octubre. En la Figura 2, se muestran frutos citricos
producidos en México [25].

Limém ealiono Limén real.

Figura 2: Citricos producidos en México, (SAGARPA, 2013)
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Caracteristicas del limén mexicano

El limon Mexicano (Citrus aurantifolia), es uno de los frutales de mayor popularidad
en el pais debido a su riqueza en vitamina C, multiples usos, y amplia distribucion
de é&rboles pequefios, glabros, con pequefias espinas duras; hojas elipticas
oblongas de 2 a 3 cm de longitud; de apice romo o algunas veces redondeado o
puntiagudo, los peciolos manifiestamente cortos pero estrechamente halados, con
articulacion notoria, con pocas flores en las axilas, en su mayor parte no exceden
de 0.5 cm de longitud a todo lo largo, 20-25 estambres, ovario grueso en el apice;
fruto redondeado, oval y pequefio (de 2.5 a 4 cm de diametro), algunas veces con
un pequefio pezén, 10 segmentos, poco aspero, excesivamente &cido. La
utilizacion que se le da es el consumo en fresco en el mercado nacional o para la
extraccion de algunos subproductos como los aceites esenciales y las pectinas. En
la figura 3, se muestran las zonas en las que se producen estos citricos, coloreadas
de verde oscuro la zona de produccion de limén Mexicano, mientras que la zona
donde se cultiva la mayoria del limén persa esta coloreado de verde claro. Su cultivo
se realiza principalmente en la region del Pacifico Mexicano, como Michoacan y
Colima siendo estos dos los mas importantes de esta region, en el 2012 Michoacan
rompié record en produccion de limén y se consolido como el nimero uno en
produccion de este citrico en el Pais, produciendo 687.056 ton. Su cultivo también
se lleva a cabo en Oaxaca, Guerrero y Jalisco con menor produccién de este citrico,
mientras que en la regién del Golfo de México, Veracruz, Tabasco y Yucatan, se
cultiva el limoén Persa [61].

Produccion
Limon Persa

Produccion
Limon Mexicano

Figura 3: Zona de produccion de limon mexicano (color verde
obscuro), limon persa (verde claro), (SAGARPA, 2013).
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1.4.1 PRODUCCION DE LIMON EN MEXICO

La produccién de limén en México cuenta hoy con casi 170 mil hectareas, ya que
la superficie dedicada a este cultivo ha crecido 23% en los ultimos diez afios.

Entre 2011 y 2013, si bien no se logré producir el volumen récord alcanzado en
2008 de 2.2 millones de toneladas, se obtuvo una produccion de 2.1 millones
anuales y un rendimiento promedio de 14 ton/ha. Esto a pesar de que en esos afios
la superficie siniestrada aumenté a 11% de la superficie sembrada, en comparacion
con el decenio anterior, en que este promedio fue solo el 5%.

México exporta cerca de un cuarto de la produccién nacional, alrededor de 500 mil
toneladas, principalmente a EEUU (90%). En la figura 4, se muestran las
exportaciones, rendimiento y volumen de produccion hasta el 2013. [61].

mmmVolumen Produccion (eje izq)

——y o —e—Exportaciones (eje izq) ton/ha
2,500 - Rendimiento (eje der) 16
2,000 15

14
1,500

13
1,000
12

500 ' 11

10

R T A A N U
m@sooo“q&&aec(&\\\@

Figura 4: Rendimiento y volumen de produccion de limén,
(SIAP-SAGARPA, INEGI y secretaria de economia).

Nuestro Pais se dedica al cultivo de dos variedades (limén persa o “sin semillas”
30% y Mexicano o “con semillas” 82% del total nacional), las cuales estan bien
diferenciadas por zonas productoras, tipos de tierra (riego temporal), esquemas de
comercializacion, etc.

Si bien los citricos se encuentran amenazados por la plaga del Huanglongbing o
drag6n amarillo, la produccion de limén a nivel nacional se mantiene aun estable.
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La plaga ha afectado especialmente a Colima, productor de limon agrio, que ha
reducido su volumen en méas de 50% desde 2008. Sin embargo, Michoacan,
también productor de agrio, ha incrementado su volumen en mas del 20%, y
Veracruz, productor de persa, lo ha aumentado en mas de 10%, compensando la
caida de Colima.

La cosecha de limén se lleva a cabo todo el afio, sin embargo, la mayor parte se
obtiene a partir de mayo, por lo que entre enero y abril el menor abasto provoca
incrementos en el precio. No obstante, el importante aumento del precio mostrado
entre los primeros dias de enero y los primeros dias de marzo de 2014, no puede
explicarse Unicamente por la estacionalidad del producto, ni por deficiencias en la
produccion. El problema parece haber sido de comercializaciéon, principalmente en
Michoacan, al tenerse dificultades de traslado del limon a los centros de consumo
debido a los problemas de inseguridad en el estado. En la figura 5, se muestra el
precio y el volumen producido mensualmente [61].

Volumen de produccion (eje der)

$/Kg Precio [ | imén c/semilla # 5 (Michoacan)
me? e Limoén s/semilla (Veracruz) miles ton
50 | ©F 350
40 300
250
o 200
20 150
1 100
° 50
0 -

Figura 5: Precio y volumen de produccion mensual, 2011-2013,
(SIAP-SAGARPA Y SNIIM).

En Michoacan el cultivo y produccion del limén mexicano tiene mas de 100 afios de
historia, principalmente en el Valle de Apatzingan, que incluye los municipios de
Apatzingan, Buenavista, Aguililla, Gabriel Zamora, Tepalcatepec, Mduijica,
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Paracuaro y La Huacana. Cabe mencionar que los primeros 3 en conjunto aportan
el 73% de la produccion estatal [61].

Michoacan se consolido en el afio 2012 como el segundo productor mas importante
de este citrico en el pais, en la variedad de limén Mexicano, superando asi su
histérico en volumen de produccién, pues en una superficie sembrada de 42.941
hectareas, se lograron producir 687.056 toneladas, lo que representa un incremento
del 20%, para el 2013 se obtuvieron 40 mil toneladas mas [61], en la tabla 2 y 3,
se muestra la produccion de limon cosechada en los afios 2012 y 2013.

Es por ello que resulta importante el plantear este tipo de investigacion con el fin de
conocer los posibles impactos en el sector comercial, cientifico y ambiental.

Tabla 2: Producciédn de limon en el afio 2012(cosechado).

Productores 2012

PRINCPALES (3TADOS PRODUCTORES 2002

Estado % cosecha

Veracruz 27 ‘
Michoacan 23

Colima 19 -~ \M
Yucatan 7 - G
tabasco 5 :
Tuxtepec, Oax. 5

Oaxaca (costa) 4 —
Guerrero 4

Aguililla, Mich. 3

Fortin, Ver. 3 -

Referencia: Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y
Alimentacién (SAGARPA), 2014)
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Tabla 3: Produccion de limdn en el afio 2013(cosechado).

Productores 2013 PRNCIPALES ESTADOS PAOOUCTONES 200
Estado % cosecha
Veracruz 30 i
Michoacan 26
colima 13 \;\\ -
Oaxaca 10 ~
Yucatan 6
Tabasco 4 .
Guerrero 4
Jalisco 1
Tamaulipas 1 v
Puebla 1

Referencia: Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y
Alimentacién (SAGARPA), 2014)

1.5 ACEITES ESENCIALES

El aceite esencial se encuentra principalmente en sacos de forma ovalada en el
avedo o en la porcién verde de la cdscara y actia como una barrera toxica natural
para muchos microorganismos e insectos [30]. El aceite esencial es un
antidepresivo, sedante, los aroma terapeutas creen que este aroma ayuda a
mejorar la comunicacion y es muy efectivo en contra de la celulitis, porque activa la
circulacion. Se utiliza en la industria de farmacos y como cosméticos porque limpia
y revive la piel opaca, ayudando la eliminacién de excesos de fluidos y toxinas,
también es usado por sus propiedades germicidas, antioxidantes vy
anticancerigenas en la produccion de farmacos [12] [29].

La fraccion volatil de los aceites esenciales se compone de hidrocarburos y
sesquiterpeno y de los derivados oxigenados: aldehido, alcoholes, éster y éxidos.
También comprende alcoholes, aldehidos y ésteres alifaticos. EI componente
principal es limoneno, generalmente presentan entre 60 y 70%, hay cantidades
apreciables de [B-pineno (9-18%) y pB-terpineno (7-11%), mientras que los
compuestos oxigenados representan entre el 2.3 y 6.3%. La composicion de la
fraccién volatil de los aceites esenciales muestra alguna variacion ciclica durante el
afo [46]. Estas variabilidades son principalmente debido a la clase de limon en los
diferentes periodos del afio [62].
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1.6 COMPUESTOS FENOLICOS Y FLAVONOIDES

Los compuestos fendlicos son sustancias que poseen un anillo aromatico unido a
uno o mas grupos hidroxilo, incluyendo derivados funcionales (ésteres,
glucosidos.). Los fenoles son metabolitos secundarios de las plantas que les
confieren cualidades deseables como indeseables, tienen un papel importante en
el color, en las cualidades sensoriales y nutricionales asi como en las propiedades
antioxidantes de los alimentos y no estan presentes en alimentos provenientes de
animales. Estos compuestos consisten en dos grupos: flavonoides y acidos
cinamicos, de los cuales, los flavonoides son el grupo mas importante [49].

Algunos de los efectos de los polifenoles en la calidad de los alimentos son los
siguientes [64]:

1. Causan astringencia indeseable en algunas frutas y deseable astringencia en
sidras y vinos.

2. En el desarrollo del color final, sabor y aroma en productos como cocoa, en donde
la condensacion de los productos de las catequinas juegan un papel importante.

3. La formacién de precipitados en jugos de manzana, cervezas y vinos se atribuye
a la interaccion de proteinas y polimeros fendlicos.

4. El desarrollo de decoloracion café debido a la oxidacion de sustancias fendlicas
mediante enzimas polifenolasas.

5. La formacién de compuestos oscuros con el hierro por la accidon secuestrante de
los fenoles dihidricos y trihidricos, lo que resulta en una apariencia indeseable en
alimentos enlatados.
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Tabla 4: Efectos de algunos alimentos con contenido fenolicos y flavonoides

Efectos favorables sobre Pescado azul, aceite de oliva
sobre el perfil lipidico virgen, nueces y otros frutos
secos, legumbres, vino y otras
bebidas alcohélicas, manzanas,
moras, cebada.

Efecto antioxidante Limon, tomate, manzana,
arandanos, ajo.

Efecto antiinflamatorio Ginseng, avena

Efecto anti proliferativo Naranja, berenjena, espinacas,
soja, coliflor, brécoli, perejil, té

verde
Efecto antimicrobiano Arandanos, ajos, cebolla, té verde
Efecto antiestrogénico Anis, soja, repollo

Referencia: St-Onge, M.P., 2005.

La naturaleza quimica de los flavonoides depende de la clase estructural, del grado
de hidroxilacion, de los sustituyentes que contenga, y del grado de polimerizacién
[16].

Los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular que comparten un
esqueleto comun de difenilpiranos (C6-C3-C6), Figura 6, formado por quince
carbonos, distribuidos en tres anillos: dos anillos bencénicos de 6 carbonos (A'y B),
conectados mediante un anillo heterociclico C que puede ser pirano o pirona (Si
tiene un doble enlace en la posicion 4).

La identificacién, cuantificacion y extraccion de los flavonoides ha despertado un
gran interés debido a que se ha encontrado que poseen propiedades benéficas
para la salud del ser humano, tales como actividades anticancerigenas,
antiinflamatorias, antivirales, antialérgicas, proteccion contra enfermedades del
corazon y propiedades antioxidantes ya que retardan los cambios oxidativos en los
alimentos, mejorando asi la calidad y el valor nutricional de estos. Todos estos
efectos en la salud atraen la atencidon de incorporar éstos compuestos a los
productos alimenticios [11] [46].

Los flavonoides estan presentes en la mayoria de las plantas, sin embargo, existen
unos que son especificos de los citricos y sus patrones varian dependiendo de cada
especie, estos compuestos son: las flavononas glicosidicas y las flavonas
polimetoxiladas. En la figura 6 se muestra la estructura quimica de los flavonoides.
Los principales flavonoides de los citricos son: antocianinas, flavones, flavonoles o
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flavononas. Las flavononas glicosidicas mas comunes en las frutas citricas son:
hesperidina, naringina, neohesperidina, narirutin, nobiletin [6].

O

Figura 6: Estructura quimica de los flavonoides. (Asami
et al., 2003).

En plantas se han descrito més de 5000 flavonoides naturales y en funcion de su
estructura quimica se han clasificado en 6 grupos los cuales se muestran en la
figura 7. [9] Se incluyen: antocianidinas, pigmentos responsables de los colores rojo
y azul de las frutas, jugos de frutas, vinos y flores; las catequinas, las flavanonas y
flavanonas glicosidicas encontradas en citricos y en la miel; y las flavonas,
flavonoles y flavonol glicosidos encontrados en té, frutas, vegetales y miel [52].
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Flavanoles (carece de doble enlace en posicion 4 del
Flavonolcs amllo G}
Ry
OH CH
OH
0
HO Ry
Ry
OH
OH Q
B, =H; B;=H: Kaemmpferol
Ri=0H, R;=H Quercetina ot -
R =0H. R,=O0H: Mircetina Ry=H. () Catequma
R,=0CH;;R,=H: Isothammetina R;=0H; (+) Galocatequina
saflavenas (¢l anlo fenoico B esta unido al atome C732
Flavonas del anilic de a pirona)
Ry
0OH
OH
HO. o
OH 0 E;=H; R,=H: Daidzeina
— R;=0H. R,=H: Luteohna
R, =H: Apigenia R,=H: R,=OCH; Gliciteina
B =0H: Iateolina
Flavanonis Antocraninas
R, Ry
Rz OH
0‘
HO s} HO O R, Rz
2 om
aH
OH ° R, =H; R,=H: Pelargonxdma
R, =H; R,=0H: WNanngenmna R=0H: R.=H: Claj:udma
E;=0H,; RBR,=0H: Enodictiol R;=0H: R,=0H: Delph_m_ldna
R;=0H, R,= OCH;: Hesperetina R, =0CH;; R,=0H: Petunidmna
B; =0CH;; R; = OCH;:Malvidna

Figura 7: Clasificacion de los flavonoides. (Bocco et al., 1998).
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Tabla 5: Clasificacion de los flavonoides

clases

Subclases

ejemplos

Flavonoides

isoflavonoides

Flavonoides

Flavonol, flavan, (2-
fenilbenzopiranos),
flavononas, antocianinas,
flavonoles,
flavonas,flavan-3-ol,
flavan-3, 4-diol

(3-benzopiranos),
isoflavana, isoflavanona,
isoflavonol

aurona

Catequina, (+)-
catequina, (+)-
gallocatequin, (-)-
epicatequina, (-)-
epiquetina-3-gallete, (-)-
epigallocatequina-3-
gallete

Daidzeina, genisteina,
gliciteina, biocanina A,
formononentina,
lespedol, Ambanol
Sulfuretina, letosidina

menores

Referencia: Merken y Beecher, 2000.

1.6.1 BIOSINTESIS DE LOS FLAVONOIDES

La via del acido shikimico se inicia en los plastos por condensacion de dos
productos fotosintéticos, la eritrosa 4-P con el fosfoenolpiruvato (PEP), y por
diversas modificaciones se obtiene el &cido shikimico, del cual derivan directamente
algunos fenoles en los vegetales. Pero la via del acido shikimico normalmente
prosigue, y la incorporacion de una segunda molécula de PEP conduce a la
formacion de fenilalanina.

La via biosintética de los flavonoides, (figura 8) comienza cuando la fenilalanina,
por accion de la enzima fenilalanina amonioliasa (PAL) se transforma en &cido
cindmico, que luego es transformado en acido p-cumarinico por incorporacion de
un grupo hidroxilo a nivel de anillo aromatico, y la accion de una CoA ligasa lo
transforma en cumaril-SCoA, el precursor de la mayoria de los fenoles de origen
vegetal, entre los que se encuentran los flavonoides [38].
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Figura 8: Biosintesis de los Flavonoides (Palazén et al., 2009)

1.6.2 HESPERIDINA

La hesperidina, es una flavanona glicosidica presente en frutas y vegetales, en los
frutos citricos se encuentra en la naranja, en mandarinas, limones, limas y en
algunos hibridos presenta efectos benéficos a la salud: reduce los niveles de
colesterol, tiene actividad antioxidante, actividad antiinflamatoria, propiedades
sedantes que aumentan el suefio, por lo que se ha estudiado en ratas, también su
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aplicacion en farmacos y posee efectos anticancerigenos en lengua, colon y
esofago [15] [22].

OCH,4
OO
O
e OH O

CH,
HQ /G,

OHOH Hesperidin

Figura 9: Estructura molecular de la Hesperidina.
(Del Rio et al., 2004, Eskin y Snait, 2006)

1.6.3 ERIOCITRINA

Es una flavonona glicosidica abundante en limones y limas, pero no esta presente
en todos los citricos. Se obtiene de la cascara y se utiliza en multiples complejos
vitaminicos, en los cuales se aprovecha su alta actividad antioxidante [15].

OCHy
Ol
CH,

H
OH ol

()H 4

Eriocitrin
" ull OH

Figura 10: Estructura molecular de la
Eriocitrina. (Del Rio et al., 2004).
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1.6.4 DIOSMINA

Es una flavona que tiene importantes aplicaciones farmacologicas, siendo el
ingrediente activo en muchos medicamentos para el tratamiento de enfermedades
del sistema circulatorio, artritis reumatica e insuficiencia venosa, ademas posee
propiedades antioxidantes [15].

Figura 11: Estructura molecular de la Diosmina.
(Del Rio et al., 2004)

1.7 CARBOHIDRATOS

Son compuestos organicos constituidos por carbono, hidrogeno y oxigeno,
normalmente con una relaciéon atomica hidrogeno/oxigeno 2 a 1, por lo que su
férmula empirica, con algunas excepciones, es Cn(H20)m. se encuentra de manera
natural en células vegetales como animales y son los compuestos organicos mas
abundantes sobre la tierra. Se ha estimado que la mitad del carbono organico
terraqueo esta formado de carbohidratos, presentes hasta en un 75% del peso de
las plantas.

Aun cuando se reporta que mas de un 90% de los carbohidratos esta en forma de
polisacéaridos, se pueden clasificar en:

1) Monosacaridos representados por la glucosa

2) Oligosacéaridos con la sacarosa como su mayor manifestacion y

3) Polisacéridos tales como la celulosa, hemicelulosa y almidon.
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1.8 ALMIDON

Es el componente principal de semillas de cereales (maiz, trigo, arroz, avena,
cebada, sorgo, etc.) y de tubérculos comestibles (papa, mandioca, camote, etc.).
Normalmente esta compuesto por un 28% de amilosa, polisacérido lineal (figura
12) y el resto amilopectina, polisacarido ramificado (figura 13).

= on CN)W
CH-OH CH,OH CH,OH
Lo 0 Lo o

2

[+]

OH OH OH
| | | Cn om c',.) CHy0n
OH OH ., OH Kr , , D
4 x T

I

- - ann

Figura 13: Amilosa polisacarido

lineal, (Salinas callejas, 2009) piduratastaaplioneetina

contiene ramificaciones,
(Salinas Callejas, 2009)

1.9 POLISACARIDOS

El componente polisacarido comprende de polisacaridos de alto peso molecular
(celulosa y Hemicelulosa), que representa el 60-80% del total de los materiales
lignocelulosicos.

1.9.1 CELULOSA

La celulosa es un polisacéarido lineal de elevado peso molecular cuyo grado de
polimerizacién va desde 200 hasta 10 000 unidades de B-glucopiranésidos unida
por medio de enlaces glucisidos (5-1,4), como se puede observar en la figura 14.
El enlace asidico o glucosidico, es formado por medio de la reaccion del grupo —
OH hemiacetalico del carbono anomérico (C1) de la 8-D glucopiranosa con el grupo
—OH del C4 de la otra 5-D glucopiranosa, en donde uno de los extremos de cada
cadena presenta en el carbono anomérico un grupo aldehido de caracter reductor.
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Figura 14: Representacion simplificada de la estructura de la celulosa, (Taylor
& Francisco, production and utilization of bioethanol)

La conformacién piranosa, donde los carbonos y oxigenos son tetraédricos y la
forma mas estable es la de silla, representa grupos —CH20H, -OH y los enlaces
glucosidicos en posicion ecuatorial, mientras que los hidrogenos se encuentran en
posicion axial. Lo anterior ocasiona que los grupos —OH salgan lateralmente
permitiendo con ellos a la celulosa formar uniones inter e intramoleculares por
puentes de hidrégeno dando lugar a las fibrillas elementales, las cuales se
encuentran formadas por entre 40 y 100 cadenas de celulosa en donde se
presentan zonas con una estructura cristalina, que le confieren a la celulosa gran
resistencia, mientras que otras regiones son amorfas y le otorgan elasticidad, la
presencia de dichas regiones en la fibrilla elemental permite una mayor reactividad
ya que gracias a ellas existe una mejor penetracién de reactivos en el material con
lo cual las enzimas del tipo de las celulosas pueden trabajar mejor si se aumenta la
proporcion en estas zonas.

Las microfibrillas dan lugar a las paredes celulares de los vegetales, éstas pueden
ser orientadas en diversas formas de acuerdo a la cantidad de capas de fibras
elementales que posean. Este tipo de estructura presentan los grupos —OH
formados por puentes de hidrogeno en una estructura similar a una cinta que se
encuentra cubierta en una superficie por hidrégeno, de lo cual resulta una molécula
hidrofébica.

1.9.2 HEMICELULOSA

Las hemicelulosas también denominadas poliosas, estan constituidas por
polimeros de unidades de anhidro, azucares unidas por enlaces glucosidicos,
formadas por mas de un tipo de azucar (hexosas o0 pentosas), y ademas presentan
ramificaciones y sustituciones. Su papel es suministrar la union entre la lignina y la
celulosa. Su estado natural existe en forma amorfa con un grado de polimerizacion
gue no excede de 200 (G.P.).
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En las figuras 15, 16 y 17 se presentan estructuras lineales y ciclicas de los

monosacaridos que forman las hemicelulosas [39].
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Figura 15: Aldopentosas, (Kang et all., 2006).
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Figura 16: Aldohexosas, (Kang et all., 2006).
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Figura 17: Acidos Urénicos, (Kang et all., 2006).

Las hemicelulosas presentan estructuras complejas formada por diferentes tipos de
monosacaridos, monosacaridos metilados, &cidos aldurdnicos (acido que se
obtiene por la oxidacion del carbono seis) y desoximonosacarido, como la ramnosa
y fucosa.

1.9.3 LIGNINA

Es la tercera fraccion mayoritaria de la biomasa lignocelulésica. Se trata de un
polimero tridimensional amorfo formado por la polimerizacion deshidronegativa de
unidades de fenilpropano ligadas por diferentes tipos de enlaces que se alternan
de manera desordenada.

Se caracteriza por ser un complejo aromatico (no carbohidrato) del que existen
muchos polimeros estructurales (ligninas). Resulta conveniente usar el término
lignina en un sentido colectivo para sefialar la fraccion lignina de la fibra. Después
de los polisacaridos la lignina es el polimero organico mas abundante en el mundo
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vegetal. Es importante destacar que es la Unica fibra no polisacarido que se conoce

[5].

Los mondémeros que forman la lignina son alcoholes cinamilicos, diferenciandose
entre si gracias a las diferentes sustituciones que presenta el anillo aromatico. Asi,
el alcohol p-cumarilico da lugar a las unidades p-hidroxifenilo (unidades H) el cual
no presenta ningun sustituyente; el alcohol coniferilico da lugar a la formacion de
unidades guayacilo (unidades G) presentando un grupo metoxilo en la posicién 3
del anillo aromatico y el alcohol sinapilico que da lugar a las unidades siringuilo
(unidades S) presenta dos grupos metoxilo en posicion 3 y 5 de dicho anillo.

La polimerizacion de estos precursores durante la formacion de la pared celular es
producida por medio de la sucesién de una etapa enzimética y una etapa quimica.
Siendo en la primera etapa oxidados los precursores por peroxidasas de la pared,
resultando radicales fenoxilo [33], que enseguida durante la etapa quimica
reaccionan al azar entre ellos. En esta etapa se generan una gran variedad de
formas resonantes que pueden reaccionar unas con otras, por ello que la lignina no
presenta una estructura unica [32].

Tipos de ligninas

De acuerdo al grupo taxonémico al que pertenecen las plantas existen diferentes
tipos de ligninas:

Gimnoespermas (ligninas G)

Este el tipo de lignina méas sencilla, se encuentra formadas por unidades del tipo G
(guayacilo 6 guayacilpropanos). Es posible encontrar unidades del tipo S, en una
proporcién S/G = 1/10 sin embargo, son menos frecuentes.

Angioespermas lefiosas (ligninas G/S)

Estan conformadas por unidades del tipo S y del tipo G aproximadamente en la
misma proporcion. Los grupos metoéxilo, en posicion 3 y 4, del anillo aromético
permiten la reduccién de formacion de los enlaces tipo éter, y sobre todo los enlaces
C-C, con los cuales se reduce el grado de polimerizacion y en menor proporcion la
condensacion.

En general, las ligninas son copolimeros que se derivan principalmente de tres
unidades fenilpropano-monoméricas (monolignoles) basicas: alcohol p-cumarilico,
alcohol coniferilico y alcohol sinapilico, cuyas estructuras se muestran en la figura
18, [27]. Los monolignoles son dirigidos (temporal y especialmente) a diferentes
tipos de regiones de la pared celular, en las que polimerizan formando biopolimeros
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con propiedades biofisicas caracteristicas, los cuales en conjunto refuerzan la
pared celular. Las ligninas son consideradas mezclas racémicas, como se
evidencia por analisis de diversos fragmentos diméricos tales como; (&)-
pinoresinoles y (+)-siringoresinoles [14].

a) CH,0H CH,OH CH,0H
S S S
OCH, H4CO OCH,
OH OH OH
1 2 3
0
b) CHO CH,OH h CH,OH
N ~ N
OCH3 OCH3 OCH3 HO OCH3
OH OH OH OH
4 5 6 7

Figura 18: a) tipos de monolignoles mas comunes encontrados en los
bloques de construccion de la lignina: 1: alcohol p-cumarilico, 2: alcohol
coniferilico, 3: alcohol sinapilico, b) otros tipos de monolignoles (coniferil-
derivados): 4: coniferaldehido, 5: alcohol, (Gellerstedt, G. & Henriksson, G.
2008).

Los tres principales monolignoles (figura 18 a) [27] se forman en el citoplasma a
través de la “ruta shikimato” que produce fenilalanina como intermedio clave. Los
monolignoles se generan mediante reacciones de desaminacion, hidroxilacion,
reduccion y metilacion catalizadas por diversas enzimas. Estos monolignoles
reaccionan en la pared celular, a través de reacciones de oxidacion catalizadas por
peroxidasas (intermedios radicalarios) para formar finalmente polimeros de ligninas
[13] [43].
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1.10 TRATAMIENTO PARA LA SEPARACION DE BIOMASA

Podemos definir como el fraccionamiento de la biomasa como el conjunto de
proceso fisicos y/o quimicos que conducen a la separacion selectiva de sus
polimeros. Los polisacéaridos, celulosa y hemicelulosa, son hidrolizados en medio
acido con obtencion de soluciones azucaradas. La fraccibn mayoritaria de la
biomasa es celulosa, compuesta por largas cadenas de glucosa unidas por enlaces
B(1,4) que, a su vez, se agrupan en estructuras superiores de gran cristalinidad.

La hidrolisis de la celulosa puede realizarse mediante procesos acidos y
enzimaticos.

1.10.1 HIDROLISIS ACIDA

La hidrdlisis acida consiste en un proceso quimico que, mediante el empleo de
catalizadores acidos, transforman las cadenas de polisacaridos que forman la
biomasa (celulosa y hemicelulosa) en sus mondmeros elementales. La hidrélisis
acida de los materiales lignoceluldsicos es un proceso conocido desde 1819. [42].
Este tipo de hidrdlisis puede realizarse empleando diferentes tipos de acidos como
el acido clorhidrico, sulfurico, fosférico, nitrico y férmico. Sin embargo, los acidos
clorhidrico y sulfarico han sido empleados a escala industrial [26].

1.10.2 HIDROLISIS ENZIMATICA

La hidrélisis enzimatica es un proceso catalizado por un grupo de enzimas
denominadas genéricamente celulasas, que son en realidad, una mezcla de
distintas actividades enziméaticas cuya accién conjunta produce la degradacién de
la celulosa. Las plantas superiores, algunos invertebrados vy principalmente
microorganismos (hongos y bacterias) producen este tipo de enzimas. Las
celulasas de origen fungico, principalmente de los géneros Trichoderma,
Phanerochaete y Fusarium, han sido estudiadas por las capacidades de estos
microorganismos de producirlas en grandes cantidades y de forma extracelular,
facilitando su separacion en medios de cultivos. EI campo celulitico de hongos esta
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formado por distintos componentes que actdan sinérgicamente. Este sistema
enzimatico tiene tres tipos de actividad cuya denominacion y mecanismo de accion
son las siguientes [51].

e Endo-g-glucanasas
e EXo- - glucanasas
e [-glucosidasas

La endoglucanasa actua al azar en el interior del polimero, hidrolizando enlaces -
(1,4) y generando nuevos finales de cadenas no reductores. Puede actuar sobre
celodextrinas y derivados sustituidos como carboximetilcelulosa (CMC) e
hidroximetilcelulosa (HMC), asi como celulosa amorfa, pero no actia sobre celulosa
cristalina ni sobre celobiosa. Supone, aproximadamente un 20% del total de
proteinas del complejo.

La celobiohidrolasa actia sobre los extremos no reductores de la cadena
generados por la endoglucanasa, liberando moléculas de celobiosa. Esta enzima
tiene actividad sobre la celulosa cristalina y amorfa y sobre celo dextrinas, pero no
actla sobre derivados sustituidos ni sobre celobiosa. Esta enzima constituye del 50
a 80% del complejo celulitico.

La glucohidrolasa se encuentra en pequefias proporciones y actla sobre los
extremos no reductores liberando unidades de glucosa. Tiene actividad sobre
celulosa amorfa, celo-oligosacarido y CMC.

La B-glucosidasa hidroliza celobiosa y oligosacéaridos de pequefio tamafio y es
absolutamente necesaria para evitar la fuerte inhibicibn que sobre las endo y
exoglucanasas produciria la celobiosa si se acumula en el medio de reaccion.

Si se afladen celulasas al material lignocelulésico la hidrélisis de la celulosa es
demasiado lenta, debido a la asociacion de ésta con la lignina que constituye una
barrera fisica a la penetracion de las enzimas. Otros factores como la porosidad
(area superficial accesible), la cristalinidad de la celulosa, el grado de
polimerizacion y el contenido en lignina y hemicelulosa dificultan la accesibilidad de
la celulasas reduciendo la eficiencia de la hidrdlisis. Todos estos factores hacen
necesaria una etapa de pretratamiento, previa a la hidrdlisis de la celulosa, que
altere la estructura del material lignoceluldsico facilitando la accion de las enzimas
[51].

1.11 BIOCOMBUSTIBLES
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Existe una gran variedad de biocombustibles, de materias primas para su
produccion y de tecnologia de procesos de diversos grados de alcance al mercado.

Para que efectivamente el uso de biocombustibles sea benéfico para la sociedad y
para el medio ambiente, es necesario garantizar que:

e Contribuya al bienestar regional y nacional
¢ No impacte indebidamente a la calidad de aire, el agua y el suelo
¢ Reduzca realmente la emision neta de gases de efecto invernadero

De acuerdo a la figura 19, la Agencia Internacional de la Energia, los beneficios en
cuanto a la reduccion de emisiones de gases invernaderos son significativos solo
para el etanol a partir de cafia de azlcar y biocombustibles de segunda generacion.
[20], [37].
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Figura 19: Porcentaje de cambio en las emisiones de gases de efecto invernadero
para diferentes biocombustibles en comparacion con los combustibles fosiles,
(Eisenttraut A. 2010, IAE, 2004).

1.11.1 BIOCOMBUSTIBLES DE PRIMERA GENERACION

Algunos de los insumos son de procedencia agricola y estan conformados por las
partes alimenticias de las plantas, las cuales tienen un alto contenido de almidén,
azucares y aceites. Ejemplos de estas materias son el jugo de la cafia de azlcar,
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granos de maiz, jugo de la remolacha o betabel, aceite de semilla de girasol, aceite
de soya, etc.

Los biocombustibles son producidos empleando tecnologia convencional como la
fermentacion (para azucares y carbohidratos), transesterificacion (para los aceites
y grasas), y la digestion anaerobia (para los desperdicios organicos). De estos
procesos se obtiene etanol, metanol y n-butanol (a partir de azucares), biodiesel (a
partir de los aceites), y biogas (mezcla de metano y anhidrido carbénico, también
conocidos como gas natural y diéxido de carbono respectivamente, obtenida a partir
de los desperdicios organicos) [58].

1.11.2 BIOCOMBUSTIBLES DE SEGUNDA GENERACION

Los insumos son residuos agricolas y forestales compuestos principalmente por
celulosa. Ejemplos de ellos son el bagazo de la cafia de azlcar, el rastrojo de maiz
(tallo, hojas y olote), paja de trigo, aserrin, hojas y ramas secas de arboles, etcétera.

Los procesos de produccion tienen un nivel de complejidad mas alto que los de
primera generacion, y como ejemplos destacan la sacarificacion-fermentacion y el
proceso Fischer-Tropsch. Este ultimo proceso también recibe los nombres de
proceso GTL y proceso BTL, cuyas siglas en inglés provienen de “Gas-To-Liquids”
y “Biomass-To-Liquids” respectivamente, los cuales consisten en la gasificacion del
carbon y de la materia lignoceluldsica de la biomasa, para después sintetizar algun
combustible liquido como el etanol.

Mediante los procesos de segunda generacion se fabrica etanol, metanol, gas de

sintesis (mezcla de anhidrido carbonoso, mejor conocido como mondxido de
carbono, e hidrégeno), biodiesel, 2.5-dimetilfurano (DMF), entre otros.

1.11.3 BIOCOMBUSTIBLES DE TERCERA GENERACION

Los insumos son vegetales no alimenticios de crecimiento rapido y con una alta
densidad energética almacenada en sus componentes quimicos, por lo que se les
denomina “cultivos energéticos”. Entre estos vegetales estan los pastos perennes,
arboles y plantas de crecimiento rapido, y las algas verdes y verde azules [2].
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2 MATERIAL Y METODOS

2.1.1 MATERIA PRIMA

La materia prima se obtuvo en los mercados locales de la Ciudad de Morelia, limon
de desecho, de estos separamos la cascara y enseguida se exprimio el resto para
extraer el jugo, el bagazo y la cascara se secaron a 60 °C durante 24 horas en la
estufa, se trituro en particulas con un diametro menor a 0.5cm, se homogeneizo y
se guard6 en bolsas cerradas para evitar variacion de la humedad durante la
investigacion.

2.1.2
[ ]
[

METODOS

Determinacion de humedad, método 7.005 (AOAC, 1984)

Extraccidn de aceites, método reflujo equipo Soxhlet

Extraccion de Fenoles y flavonoides por Maceracion y su cuantificacion se
realiz6 por un método colorimétrico modificado del ensayo Zhishen,
Mengcheng y Jianming y el método espectrofotometro desarrollado por
Folin y Ciucalteau respectivamente.

La sacarificacion se llevo a cabo en dos partes, primero con una hidrélisis
acida y segundo con el residuo del primer paso se sometié a una digestion
enzimatica, su identificacion y cuantificaciéon se llevd a cabo mediante
cromatografia (HPLC, Varian) con columna MetaCarb 87C y detector IR.

Las especificaciones del equipo utilizado son:

X/
L X4

7
°e

Bomba cuaternaria Varian 350
Detector diferencial de indice de refraccion Varian 800

Las condiciones de operacion utilizadas para el analisis fueron

3

*¢

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

Régimen de elusion: isocratico

Presion: entre 125 atm

Caudal de fase mévil: agua

Temperatura: 70 °C

Volumen de inyeccion: 10 uL

Se obtienen éptimos mediante el método de superficie de respuesta con un
disefio de experimentos factorial.
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2.2 DIAGRAMA GENERAL DEL PROCESO
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Figura 20: Diagrama general del proceso
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2.3 DETERMINACION DE HUMEDAD

2.3.1 Método, pérdida de peso por estufa

Este ensayo tiene por finalidad, determinar el contenido de humedad de una muestra,
ya que todos los tejidos vegetales poseen agua ya sea en mayor 0 en menor
proporcion, la cual esta formado por la suma de aguas libres, y/o ligada, la primera es
la forma predominante y es liberada con gran facilidad, mientras que la segunda se
encuentra combinada o absorbidas a las proteina.

El método empleado es el de pérdida de peso por estufa, de acuerdo a la NMX-F-083-
1986.

Este método se basa en la pérdida de peso de la muestra por la evaporacion del agua
debido al calentamiento. Primero se hace el lavado de la materia prima, tomamos el
peso de la capsula de porcelana considerando la calibracion de la balanza analitica,
del material tomamos muestras al azar de 100 g por triplicado y extraemos la cascara,
ver figura 21.

Figura 21: Céascara de limén
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Posteriormente pesamos la cantidad de cascara obtenida de los 100g de limon, en las
capsulas, de igual manera obtenemos el porcentaje de bagazo y del jugo de limon,
hacer cada uno por triplicado, enumerando las capsulas para evitar confusion.

Figura 22: Cépsulas de porcelana en la
estufa

Una vez teniendo la cascara y el bagazo en las capsulas y después de haberlas
pesado y enumerado correctamente, se coloca en la estufa a 60 °C para no falsear la
humedad en la muestra, ya que contiene cantidades de materia organica y compuestos
volatiles que se pueden perder, Ver figura 22.

El tiempo de secado es un factor muy importante y varia dependiendo la muestra, se
recomienda en este caso 24 horas, se saca la muestra y se enfria en el desecador por
25 min para evitar que tome humedad del medio después se pesa, se anota el peso y
se repite el procedimiento cada hora hasta peso constante, el procedimiento es el
mismo tanto para la cascara como para el bagazo.
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Los calculos realizados para la determinacion del contenido humedad por este método
fue la expresion matemética siguiente:

Mh - Ms
% humedad = Tx 100

r

Mh = peso de la capsula mas la muestra humeda (g.)
Ms = peso del capsula méas la muestra seca (g.)
Mr = peso de la capsula (g.)

2.4 ACEITE ESENCIAL

Se retira la cdscara del fruto y del resto se extrae el jugo (bagazo), las cascaras son
sometidas a un lavado después de la extraccion del jugo, seguida de una reduccién
de tamafio. Estas no pueden ser almacenadas ya que presentaran pérdida de
compuestos importantes del aceite esencial, ademas que perderan consistencia por
accion enzimatica, afectando la calidad y rendimiento de este.

Para la extraccion se utilizaron tres solventes, ciclohexano, hexano y agua, para
identificar con cual se tiene el mejor rendimiento, una vez montado el equipo se
procede a extraer en repetidas ocasiones (tres o dos o las veces que haya necesitado).
La operacién se llevo a cabo midiendo 150 ml de cada solvente y 50g de material, se
hizo la extraccion del aceite con cada uno de los solventes en el equipo soxhlet,
excepto con el agua que se realiz6 por medio del método de arrastre de vapor, el
montaje y el equipo se puede observar en la figura 23.

Se reune el extracto y almacena, el solvente se separ6 posteriormente utilizando bafio
maria recuperando las cantidades de aceite esencial para su cuantificacion.
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Figura 23: Equipo Soxhlet

2.5 OBTENCION DEL EXTRACTO PARA FENOLES Y FLAVONOIDES.

2.5.1 Método de maceracion

El material seleccionado es el limén en estado de maduracion avanzado. Las frutas se
lavaron con agua, se pesaron, se retiraron las cascaras, se determiné el porcentaje de
cascara por cada 100 g de fruta y el contenido de humedad.

Las cascaras se molieron en particulas pequefias, se colocaron en frascos dmbar 10
g de céscara y 50mL de etanol a diferentes concentraciones (70%, 80%, 90% V/V)
(proporcion cascara/etanol 1:5), a diferentes temperaturas (30, 45, 60, 75) °C a
tiempos diferentes (0, 12, 24) horas, estas fueron las condiciones predeterminadas de
extraccion. Posteriormente, se filtro para separar las cascaras del extracto alcohalico,
el cual fue utilizado para realizar las determinaciones posteriores.
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2.5.2 CUANTIFICACION DEL CONTENIDO DE COMPUESTOS  FENOLICOS
POR EL METODO COLORIMETRICO DE FOLIN CIOCALTEU

El reactivo de Folin-Ciocalteu es una mezcla de fosfomolibdato y fosfotungstato, usado
para la determinacion de antioxidantes fendlicos y polifendlicos. Funciona midiendo la
cantidad de sustancia analizada que se necesita para inhibir la oxidacion del reactivo.
Esta es una estimacion colorimétrica basada en la medicién del color azul formado por
la reduccion del acido fosfotungstomolibdico por los compuestos fendlicos en solucion
alcalina.

La concentracion de fenoles totales se cuantifico utilizando el método descrito por
Singleton y Rossi (1965) con algunas modificaciones. Se tomé 1 mL de cada extracto
y se completd el volumen a 10 mL con etanol, se agregaron 2.25 mL del reactivo de
Folin Ciocalteu (diluido 1:10 en agua destilada), se mezclaron los reactivos y se
dejaron reposar de 5 a 8 minutos. Se agregaron 2.25 mL de una solucién saturada de
carbonato de sodio al 7% y después de 90 minutos se leyo la absorbancia a 760nm.
Se realizé una curva tipo con acido gélico tomando alicuotas de 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8,y
1.0 mL de una solucion de acido galico (1 mL = 0.1 mg de acido galico) y se aplico el
mismo procedimiento que con los extractos. En la figura 24, se muestra el diagrama
para dicho proceso. Los resultados obtenidos se reportan como g de acido gélico
equivalentes (GAE) por 100 g de cascara base seca.
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Figura 24: Diagrama para la obtencion de los fenoles

2.5.3 DETERMINACION DE FLAVONOIDES

Los flavonoides totales se cuantificaron por un método colorimétrico modificado del
ensayo desarrollado por Zhishen, Mengcheng y Jianming, el diagrama del proceso se
muestra en la figura 25. De la solucion diluida que contiene flavonoides se tom6 (1mL),
se agreg6 NaNO2 (0.7mL) a 5%(W/W) y (10mL) de etanol al 30%(V/V), se mezclaron
durante 5 minutos y después se afiadié (0.7mL) de AICIs al 10%(W/W), se mezclaron
completamente, 6 minutos mas tarde se afiadié (5mL) de NaOH (1 mol/L), después la
solucion se diluyo a 25mL con etanol al 30%(V/V), midiéndose la absorbancia a 430
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nm en un espectrofotdmetro después de haberse dejado reposar la mezcla por 10
minutos.

Se presentd graficamente una curva estandar utilizando quercetina. A diferentes
concentraciones de quercetina se prepardé en etanol al 80%(V/V) y se ley6 su
absorbancia a 430 nm en un espectrofotdbmetro. Los resultados se representaron como
mg de quercetina/ g de peso seco por comparacion con la curva estandar de la
quercetina.

Flavonaides

totales

Mzceracion, tratamienta con
gtznal, variande concentracion,
temperatura y tiempa de

maceracion,

0.7mLdeMNaND2Z 5% | a4 1 mL de extracta 10 mL de etanol 30%
—_— —

T

Cmin después
0.7 mLde AICE al 10 =3 |
SmlLde NalH al 1 molar \l’ Diluir a 25 ml de etanol al 30%

——ty & min despues —

!

10 min despuss laar
laabsa430nm

Figura 25: Diagrama para la obtencion de los flavonoides
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2.54 DISENO EXPERIMENTAL PARA COMPUESTOS FENOLICOS Y
FLAVONOIDES TOTALES

La experimentacion se llevo a cabo de acuerdo a un disefio factorial multinivel tal como
se muestra en la tabla 6, en donde se reporta lo siguiente: la cantidad de materia
organica que se mantuvo constante en cada una de las pruebas e igual a 10g. Se
manejan 3 variables independientes, concentracion del solvente (etanol/agua),
temperatura y tiempo de maceracion. La variable de respuesta (dependiente) es la
cantidad de fenoles totales y flavonoides totales reportados en mg/g de material b.s.

Tabla 6: Factores experimentales para la creacion de la matriz de disefio de
experimentos para fenoles y flavonoides

Variables fijas nomenclatura unidades Niveles
Cantidad de materia organica g 10

Variables independientes

Concentracion de solvente Cs %(V/IV) 70, 80, 90
Temperatura T °C 30, 45, 60,
75

Tiempo t h 0,12, 24
Variables dependientes

mg/g
Fenoles totales FNT materia

b.s.

mg/g
Flavonoides totales FLt materia

b.s.

Se utilizé el software, Statgraphics X64, para realizar el disefio de experimentos
indicado.

2.6 SACARIFICACION DEL RESIDUO
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2.6.1 SACARIFICACION DEL LIMON

La sacarificacion del material lignocelulésico se llevo a cabo mediante dos pasos como
se muestra en la figura 26, la primera, se llevd a cabo una hidrdélisis quimica con &cido
sulfirico como catalizador en un reactor autoclave a condiciones de operacion
establecidas, los hidrolizados se filtraron y los azucares obtenidos fueron determinados
por HPLC. El residuo sélido se lavé con agua destilada y se dejé secar hasta peso
constante para posteriormente hacer una hidrolisis enzimatica utilizando una mezcla
de enzimas comerciales diluidas con una solucion buffer de acetatos a 50 mili molar
de pH igual a 4.5, los hidrolizados obtenidos de igual manera se determinaron por
medio del HPLC.

Para la identificacion de los azlcares presentes en el limon estudiado, se realizaron
estandares de los siguientes monomeros, Arabinosa, Fructosa, Glucosa, Manosa y
Xilosa, prepararon soluciones patrones individuales con estos azucares para asi
determinar el tiempo de retencidén en cada uno de ellos y por comparacion, cuantificar
las muestras obtenidas.

Las muestras preparadas se inyectaron al cromatografo VARIAN Star 800 modelo 410
con detector de indice de refraccion realizando una curva de calibracion obteniéndose
una muy buena resolucion en estos picos, como fase movil se utilizé agua grado HPLC
y un flujo de 1 ml/min con una presion aproximada de 123-130 atm, una temperatura
de 70 °C y un volumen de inyeccién de 10 uL. El tiempo total de los cromatogramas
fue de 35 min en estas condiciones, utilizando una columna MetaCarb 87C que
contiene resina de poliestireno sulfonado, una longitud de 150mm con diametro interno
de 4.6mm y didmetro externo de % cm, recomendada para la separacion de
carbohidratos.
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Figura 26: Sacarificacion del limén

2.6.2 HIDROLISIS ACIDA

Se estudiaron tres variables para obtener las condiciones Optimas para la obtencion
del hidrolizado en el autoclave: concentracion de acido, temperatura y tiempo de
hidrolizado. Se utilizé &cido sulfarico en concentraciones de 1, 2 y 3 % y temperaturas
de 110, 120 y 130 °C, en diferentes tiempos de hidrolizado los cuales son 0, 15y 30
min. Los hidrolizados se obtuvieron con 50g de mezcla en el cual se encuentra (acido,
agua y bagazo de limén), manteniendo una relacién 1/10 de sélido/liquido. La fracciéon
liquida estuvo compuesta por el peso correspondiente de acido y del agua. La fraccion
sélida correspondio solo a los gramos de materia seca que aporta la cascara limon.

Las muestras se pesaron y se colocaron en una autoclave, transcurrido el tiempo, los
hidrolizados se filtraron y los licores obtenidos se analizaron en el HPLC.
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2.6.3 DISENO EXPERIMENTAL PARA LA OBTENCION DE AZUCARES

Con objeto de optimizar el proceso, la experimentacion se llevé a cabo de acuerdo a
un disefo factorial multinivel tal como se muestra en la tabla 7, en donde se reporta lo
siguiente: la cantidad de material. Se manejan 3 variables independientes,
concentracion del acido sulfurico, Temperatura y tiempo de hidrdlisis. La variable de
respuesta (dependiente) es la concentracion de azlcares reportadas en g/L.

Tabla 7: Factores experimentales para la creacion de la matriz de disefio de
experimentos para etanol, hidrélisis acida.

Variables fijas nomenclatura unidades Niveles

Cantidad de sustratos g 5.1

Variables independientes

Concentracion de &cido Ca %(P/P) 1, 2, 3

Temperatura T °C 110, 120,
130

Tiempo t min 0, 15, 30

Variables dependientes
Concentracion de azucares Car g/L

Para esto se utiliz6 el software, Statgraphics X64, para realizar el disefio de
experimentos indicado.

2.6.4 HIDROLISIS ENZIMATICA
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El residuo proveniente de la hidrdlisis quimica se sometié a una digestion enziméatica
figura 27, para lo cual se utilizé una mezcla de celulasas comerciales, Celluclast 1.5 L
(Celulasas de Trichoderma ressei) (provenientes de Aspergillus niger) y B-
Glucosidasas, Novozyme 188, (provenientes de Asperguillus niger).

Las condiciones en las que se llevé a cabo estos experimentos fueron 50°C, con una
solucién buffer de acetatos con un pH de 4.5 al cual se le agregaron las enzimas
comerciales (Celluclast y Novozyme 188) y 10 % de material seco de muestras (1gr),
se llevo a un tiempo maximo de 120 Horas muestreando en tiempos intermedios.

Las muestras se filtraron con un filtro de 0.2 u y se analizaron en HPLC para
determinar los azucares fermentables obtenidos con la digestion.

Residuo solido

de Ia hidrolisis Enzimas
dcida del limon comerciales
Praparacion del T Sélidos Generacion
: by Hidrélisis 5
material de energia
Liquidos
4
Analisis con
aomatografo
{HPLG)

Figura 27: Hidrolisis enzimética

2.6.5 Anélisis y preparacion de Hidrolizados
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Los hidrolizados de los casos referidos anteriormente, hidrélisis acida e hidrélisis
enzimatica, se diluyeron en una proporcién de 1/10 con agua destilada para después
centrifugar por tres minutos estas muestras, enseguida se filtraron a través de una
membrana de 0.2 micras de didmetro de poro los cuales se analizan por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiencia (HPLC), de esta manera podemos conocer las
concentraciones de los azlcares obtenidos por comparacion con los estandares antes
realizados.

2.7 DETERMINACION DE LA LIGNINA

El peso del residuo insoluble que queda tras la hidrolisis acida se denomina lignina de
Klason.

El precipitado se filtra a través de crisoles de placa filtrante con tamafio de poro N° 3
de peso seco conocido, se lava con agua y se mantiene en la estufa a 60 °C durante
24 hrs. Transcurrido el tiempo se retira, se enfrian en un desecador conteniendo gel
de silice y se determina su peso.

El contenido porcentual en lignina de Klason en base seca (LK) se calcula segun la
siguiente ecuacion:

T

LK = ——"
W,(1—H)

x100
Dénde:
W,.= peso en gramo de residuo seco

W, = peso inicial total de la muestra antes de la HAC (g de muestra himeda)
H = humedad de la muestra.
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3 RESULTADOS, ANALISIS Y DISCUSION

MATERIA PRIMA

Al limén de desecho se le separ6 la cascara y se exprimié obteniendo 45% en peso de
jugo, el peso de la cascara es el 18.61%. El bagazo y la cadscara se secaron y molieron
hasta un didmetro promedio de 0.5 cm (malla universal no. 40), se homogeneizd y
guardd en bolsas cerradas para evitar variacion de la humedad durante la
experimentacion. Los resultados los observamos en la tabla siguiente.

3.1 HUMEDAD

La humedad se determin6 exprimiendo el limén primero y posteriormente se seco tanto
el bagazo como la cdscara obteniendo los resultados que se reportan en la tabla no. 8

Tabla 8: Resultados materia prima

% Peso % Humedad Desviacion estandar
Cascara 18.61 76.87 0.9761
Bagazo 26.39 86.17 0.2524
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3.2 ACEITE ESENCIAL

La experimentacion se realizé con limén en estado avanzado de maduracion, los
residuos de la materia prima utilizada se desecharon. La extraccion del aceite esencial
se realiz6 como se describe en la metodologia, utilizando tres solvente, ciclohexano,
hexano y agua [12] [29] [47].

Los experimentos se realizaron por triplicado con cada uno de los solventes en los
cuales se utilizd6 150 ml, con una muestra de materia prima igual a 50 gramos para
cada extraccion, el solvente se separd posteriormente utilizando bafio maria,
recuperando las cantidades obtenidas de aceite esencial reportando en la tabla 9 un
promedio de estas cantidades.

En la figura 28 se observa el equipo utilizado para la separacion del solvente.

Figura 28: Separacion de solvente del aceite
esencial mediante el bafio maria

La tabla 9 muestra los resultados que se obtienen reportando el promedio de tres
experimentos.
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De acuerdo con estos resultados, podemos observar que el hexano tiene un mejor
rendimiento.

Tabla 9: Aceite esencial obtenido

Solvente Aceite Esencial
Ciclohexano 1.70 g.
Hexano 2.38g.
Agua 1.02 g.

La composicién del aceite esencial se tomo de bibliografia reportdndose en la tabla 10.
[19]

Tabla 10: Composicién del aceite esencial del limén.

Componentes del aceite esencial del limén

pico Identificacién probable Tiempo de retencion  Area %
1 Alfa tujeno y alfa pineno 8.529 1.82

2 Campeno } 8.623

3 Sabineno y beta pineno 9.784 19.83
4 Limoneno 11.75 63.20
5 terpineno 13.54 10.15
6 Terpinoleno 13.97 0.42

7 Linalool 14.85 0.21

Referencia: Contreras et al., 1980).

3.3 CUANTIFICACION DE FENOLES TOTALES Y FLAVONOIDES TOTALES

Se realizaron curvas estandar de &cido galico la cual utilizamos para cuantificar el
contenido fendlico de los extractos de las cascaras, de igual manera se realizé una
curva estandar de quercetina para cuantificar el contenido de flavonoides.
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3.3.1 DISENO DE EXPERIMENTOS UTILIZADO PARA LA OBTENCION DE
FENOLES Y FLAVONOIDES

Se realiz6 un disefio de experimentos factorial multinivel, con tres variables,
temperatura, tiempo y concentracion del solvente, las variables respuesta fueron
fenoles y flavonoides, las cuales se reportaron en la tabla 11 como mg de acido galico/g
de muestra b.s. y mg de quercetina/g de muestra b.s. respectivamente.

En la siguiente tabla se muestra la matriz de experimentacion del presente disefio.

Tabla 11: Matriz experimental y resultados de obtencién de fenoles y flavonoides

flavonoides
fila block Temperatura concent. tiempo Fenoles mg de
(°C) De solv. % (hrs) mg de acido quercetina/ g
vol. galico /g b.s b.s

1 1 30 70 0 0 0

2 1 45 70 0 0 0

3 1 60 70 0 0 0

4 1 75 70 0 0 0

5 1 30 80 0 0 0

6 1 45 80 0 0 0

7 1 60 80 0 0 0

8 1 75 80 0 0 0

9 1 30 90 0 0 0
10 1 45 90 0 0 0
11 1 60 90 0 0 0
12 1 75 90 0 0 0
13 1 30 70 12 1,4705 1,3103
14 1 45 70 12 1,5455 1,4041
15 1 60 70 12 1,3246 1,602
16 1 75 70 12 1,4934 1,6556
17 1 30 80 12 2,6517 1,3577
18 1 45 80 12 3,7225 1,5567
19 1 60 80 12 1,7434 1,7268

FACULTAD DE INGENIERIA QUIMICA Pagina 51



UMSNH

2 75 80 12 3,538 3,3804

22 1 45 90 12 1,4309 1,2103

24 1 75 90 12 1,6913 3,2896

26 1 45 70 24 1,8038 1,7804

28 1 75 70 24 2,095 2,0938

30 1 45 80 24 1,4975 1,8969

32 1 75 80 24 3,3496 2,5577

34 1 45 90 24 1,1642 1,5175

36 1 75 90 24 2,2663 2,5268

50 2 45 70 12 1,7809 1,3917

52 2 75 70 12 1,6371 1,2773

54 2 45 80 12 3,4392 1,8597

3,3121

58 2 45 90 12 1,5705 1,1515
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59 2 60 90 12 1,3705 1,3546
60 2 75 90 12 1,7517 3,0628
61 2 30 70 24 1,9059 2,8453
62 2 45 70 24 1,5517 1,9865
63 2 60 70 24 1,3288 1,7969
64 2 75 70 24 2,185 2,4649
65 2 30 80 24 2,7913 0,4391
66 2 45 80 24 1,5434 2,0103
67 2 60 80 24 1,6809 2,0845
68 2 75 80 24 3,2746 2,6505
69 2 30 90 24 1,808 0,4474
70 2 45 90 24 1,108 1,7525
71 2 60 90 24 1,5101 1,4979
72 2 75 90 24 2,3705 2,3835

En la tabla 11 se marcaron con amarillo las condiciones en las cuales encontramos un
mejor resultado en la obtencion de fenoles al igual que sus cantidades obtenidas,
mientras que los de color verde son los resultados en los que se reporta una mayor
concentracion de flavonoides.

Este método permite obtener las condiciones 6ptimas en la obtencion de estos
compuestos como se muestra en las siguientes figuras.

3.3.2 GRAFICOS Y RESULTADOS CORRESPONDIENTES A LA
EXPERIMENTACION EN LA OBTENCION DE LOS FENOLES

Se condensaron los resultados anteriores en las tablas 12 y 13 y podemos decir, en
base al método de superficie de respuesta utilizado, que las condiciones de reaccion
en las que se encontré un mayor contenido de fenoles es a una temperatura de 45 °C
con una concentracion del 80% de etanol/agua y un tiempo de reaccion de 12 horas,
en la figura 29 se muestran graficados estos resultados, mostrando los puntos en los
gue se encontrd un mayor contenido de fenoles.

FACULTAD DE INGENIERIA QUIMICA Pagina 53



UMSNH

Tabla 12: Concentracion de fenoles expresados en mg de acido galico / g de cascara

b.s

Tiempo de 30 °C 45 °C

Reaccion

(hrs) etanol etanol etanol etanol etanol etanol
70 % 80% 90% 70 % 80% 90%

0 0 0 0 0 0 0
12 1.725 2.642 1.926 1.6632 3.580 1.500
24 1.806 2.869 1.701 1.677 1.520 1.136

Tabla 13: Concentracion de fenoles expresados en mg de &cido galico / g de cascara

b.s
60 °C 75 °C
Tiempo de
reaccion etanol etanol etanol etanol etanol etanol
(hrs) 70 % 80% 90% 70 % 80% 90%

0 0 0 0 0 0 0
12 1.4871 1.735 1.473 1.565 3.432 1.721
24 1.332 1.850 1.562 2.140 3.3121 2.328
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Figura 29: Obtencidn de fenoles a T= 45 °C

En la tabla 14 se muestra el analisis de varianza y posteriormente los graficos
correspondientes a esta experimentacion.

Tabla 14: Analisis de varianza de los fenoles

Source Sum of Df Mean F-Ratio P-Value
Squares Square

A:Temp. 7.7708 1 7.7708 35.30 0.0000
B:Conc. Solv. 0.0260447 1 0.0260447 0.12 0.7321
C:Tiempo 41.0798 1 41.0798 186.59 0.0000
AA 0.440375 1 0.440375 2.00 0.1624
AB 0.00192157 1 0.00192157 0.01 0.9259
AC 3.07137 1 3.07137 13.95 0.0004
BB 1.77358 1 1.77358 8.06 0.0062
BC 0.0988457 1 0.0988457 0.45 0.5054
CC 16.817 1 16.817 76.38 0.0000
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Figura 30: Diagrama de Pareto para los fenoles totales, efecto estandarizado
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Figura 31: Comportamiento de las variables para la obtencion de fenoles totales
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Figura 32: Interaccion de las variables en la obtencion de fenoles

La superficie de respuesta que representa los datos experimentales y que se observa
en el grafico no. 33 es la siguiente.

Fenoles totales = - 20.5623 -0.0350088 * Temp. + 0.533951 * Conc.solv. +
0.219024 * Tiempo + 0.000347586 * temp.”2 + 0.0000377278 * Temp. *
Conc.solv. + 0.00125695 * Temp. * Tiempo - 0.0033294 * Conc.solv."2 -
0.000463151 * Conc.solv. * Tiempo - 0.00711955 * Tiempo”2
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Figura 33: Superficie de respuesta de fenoles
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3.4 OBTENCION DE FLAVONOIDES

En la tabla 15y 16 se muestran un promedio de los resultados para flavonoides.

Tabla 15: Concentracion flavonoides expresados en mg de quercetina/ g de cascara b.s

Tiempo 30 °C 45 °C
de
Reaccion 70 % 80% etanol 90% 70 % 80% 90%
(hrs) etanol etanol etanol etanol etanol
0 0 0 0 0 0 0
12 1.358 1.266 0.451 1.397 1.708 1.180
24 2.443 0.383 0.418 1.883 1.953 1.635

Tabla 16: Concentracion flavonoides expresados en mg de quercetina/ g de cascara b.s

60 °C 75 °C
Tiempo
de 70 % 80% 90% 70 % 80% 90%
reaccion etanol etanol etanol etanol etanol etanol
(hrs)
0 0 0 0 0 0 0
12 1.719 1.668 1.279 1.466 3.386 3.176
24 1.624 2.051 1.590 2.278 2.604 2.455

Los mejores resultados, de acuerdo a la tabla anterior, fue a los 75 °C a un tiempo de
12 horas y una concentracién del 80% de etanol/agua, muy semejante a la obtencion
de los fenoles, en la figura 34 se muestran graficados estos resultados, mostrando los
puntos en los que encontramos una mayor concentracion de flavonoides, mientras que
en la tabla 17 se muestra el analisis de varianza.
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Figura 34: Obtencion de flavonoides a T= 75 °C
Tabla 17: Analisis de varianza para los flavonoides
Source Sum of Df Mean F-Ratio P-Value
Squares Square
A:Temp. 8.20262 1 8.20262 45.14 0.0000
B:Conc. Solv. 0.281474 1 0.281474 1.55 0.2180
C:Tiempo 38.4281 1 38.4281 211.49 0.0000
AA 0.361108 1 0.361108 1.99 0.1637
AB 2.12322 1 2.12322 11.69 0.0011
AC 2.37252 1 2.37252 13.06 0.0006
BB 0.178119 1 0.178119 0.98 0.3260
BC 0.49166 1 0.49166 2.71 0.1051
CC 11.8385 1 11.8385 65.15 0.0000
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Figura 35: Diagrama de Pareto para la obtencion de flavonoides, efecto
estandarizado
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Figura 36: Comportamiento de las variables en la obtencion de flavonoides
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Figura 37: Interaccion de las variables en la obtencion de flavonoides
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Figura 38: Superficie de respuesta en la obtencion de flavonoides
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La ecuacion correspondiente a la superficie de respuesta graficado anteriormente es
la siguiente:

Flavonoides = - 1.37577 - 0.126507 * Temp. + 0.107714 * Conc.solv. + 0.242563
* Tiempo + 0.000314753 * Temp.~2 + 0.00125409 * Temp. * Conc.solv. +
0.00110473 * Temp. * Tiempo - 0.0010551 * Conc.solv.A2 - 0.00103294 *
Conc.solv. * Tiempo -0.00597347 * Tiempo”2

3.5 SACARIFICACION DEL RESIDUO

El residuo obtenido después de la extraccion de aceites esenciales, fenoles y
flavonoides, se llevéd a un proceso de sacarificacion con objeto de romper los
polimeros, hemicelulosa y celulosa y obtener sus monomeros, los cuales en paso
posterior, se pueden utilizar para la obtencidn de bioetanol de segunda generacion.

En el presente trabajo, Gnicamente se sacarifico el material quedando para trabajos
posteriores la obtencién del bioetanol.

La sacarificacion se realizé en dos pasos:

Primero con una hidrodlisis 4cida y el residuo de ésta a una hidrélisis enzimatica.

3.5.1 DISENO DE EXPERIMENTO, HIDROLISIS ACIDA

El primer paso en la sacarificacion, se llevo a cabo una hidrélisis acida, para esto se
realizé un disefio de experimentos factorial multinivel, con tres variables, temperatura,
tiempo y concentracion de acido, la variable respuesta fue azucares fermentables y
estos estuvieron reportados en g/L, los resultados se muestran en la tabla 18.
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Tabla 18: Matriz experimental y resultados de obtencidn de azucares
en la hidrdlisis acida

Fila Block Temperatura Concentracion Tiempo AzUcares
0 (% p) (min) (g/L)

2 1 120 1 0 0

4 1 110 2 0 0

6 1 130 2 0 0

8 1 120 3 0 0

12 1 130 1 15 9.67330

14 1 120 2 15 14.47234

16 1 110 3 15 13.2258

18 1 130 3 15 25.7392

20 1 120 1 30 10.09344

22 1 110 2 30 16.6307

24 1 130 2 30 29.734

26 1 120 3 30 18.970

28 2 110 1 0 0

30 2 130 1 0 0

32 2 120 2 0 0
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34 2 110 3 0 0

35 2 120 3 0 0

36 2 130 3 0 0

37 2 110 1 15 2.6008
38 2 120 1 15 10.3398
39 2 130 1 15 8.5000
40 2 110 2 15 6.24295
41 2 120 2 15 16.3189
42 2 130 2 15 21.5245
43 2 110 3 15 13.1690
44 2 120 3 15 20.1332
45 2 130 3 15 27.8146
46 2 110 1 30 5.8358
47 2 120 1 30 10.7212
48 2 130 1 30 16.9623
49 2 110 2 30 17.8645
50 2 120 2 30 17.4079
51 2 130 2 30 30.1840
52 2 110 3 30 14.6313
53 2 120 3 30 17.7545
54 2 130 3 30 16.46358

En la tabla 18, marcamos con color amarillo las condiciones de los experimentos en la
cual obtenemos una mayor cantidad de azucares igual que sus resultados y con verde
las condiciones y resultados en los que obtenemos la menor cantidad de azlcares.

3.6 RESULTADOS Y GRAFICOS DE LA HIDROLISIS ACIDA

Se presenta en la tabla 19 un promedio de los resultados de la obtencién de azlcares
fermentables mediante la hidrélisis acida, con estos resultados podemos decir que las
condiciones en las que obtenemos una mayor concentracion de azucares es a una
temperatura de 130 °C, con una concentracion de acido del 2% y un tiempo de reaccion
de 30 minutos, marcado con un color amarillo ,en la figura 39 se grafican los puntos
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optimos de dicha experimentacion, al igual que su respectivo andlisis de varianza
mostrado en la tabla 20.

Tabla 19: Produccion de azucares totales en la hidrélisis acida

TReaceion | 110-C i 120°C , 130°C

(min) Acido Acido Acido | Acido Acido Acido | Acido Acido Acido
1% 2% 3% 1% 2% 3% 1% 2% 3%
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
15 262 5.882 13.19 | 9.503 15.395 19.18 | 9.086 20.69 26.77

30 543 17.24 1431 | 1040 18.184 18.36 | 16.17 29.95 20.20
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Figura 39: Azucares obtenidos en la hidrdlisis acida a 130 °C
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Tabla 20: Analisis de varianza en la obtencion de azUcares, hidrélisis acida

Source Sum of Df Mean F-Ratio P-Value
Squares Square
A:Temp. 555.361 1 555.361 37.45 0.0000
B:Conc. de acido 445.029 1 445.029 30.01 0.0000
C:Tiempo 2644.77 1 2644.77 178.37 0.0000
AA 0.933681 1 0.933681 0.06 0.8031
AB 6.59412 1 6.59412 0.44 0.5084
AC 185.358 1 185.358 12.50 0.0010
BB 92.4599 1 92.4599 6.24 0.0164
BC 87.0131 1 87.013 5.87 0.0197
CcC 344.299 1 344.299 23.22 0.0000
C:Tiempo | ]+
A:Temp. | } . -
B:Conc. de acido | \
cc | [N
| [
s | [
ec | [ ]
A8 |||
|
0 | | 3 6 | | 9 | | 12 16
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Figura 40: Diagrama de Pareto para la obtencion de azucares, hidrolisis acida
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Figura 41: Interaccion de las variables en la obtencion de azucares, hidrolisis
acida
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Figura 42: Interaccion de las variables para la obtencion de azdcares, hidrolisis
acida
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Figura 43: Superficie de respuesta de la obtencion de azlcares en la Hidrolisis
acida.

La ecuacion que representa a la superficie de respuesta graficado en la figura 43 es la
siguiente:

AzUcares = 26.3016 - 0.659426 * Temp. + 6.42496 * Conc.de acido - 1.19153
* Tiempo + 0.00278939 * Temp.”2 + 0.0524171 * Temp. * Conc.de acido +
0.0185272 * Temp. * Tiempo - 2.77579 * Conc.deacido”™2 + 0.126939 *
Conc.deacido * Tiempo - 0.0238065 * Tiempo”2
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3.7 AZUCARES OBTENIDOS DE LA HIDROLISIS ENZIMATICA, RESULTADOS
Y GRAFICAS

Como segundo paso, los solidos remanentes de la hidrélisis quimica se llevaron a
una digestion enzimatica, las enzimas utilizadas son enzimas comerciales
(Celluclast 1.5 L y Novozyme 188), como se describe en la metodologia, los
productos obtenidos fueron principalmente glucosa con una pequefia cantidad de
Xilosa, se hizo la sumatoria de estos productos para obtener los azUcares totales
fermentables en la hidrdlisis enzimética.

Para la hidrodlisis enzimatica se utilizo el residuo procedente de los experimentos de
la hidrdlisis quimica que reportaron una menor cantidad de azucares al igual que el
méaximo, marcados de color verde los de menor cantidad de azlUcares y amarillo los
de mayor cantidad, los cuales podemos ver en la tabla 18, estos se reportaron en
esta parte del trabajo como experimento 1 y experimento 2, los resultados de la
hidrolisis enzimatica se reportaron en la tabla 21, graficAndose en la figura 44.

Tabla 21: Resultados de la Hidrolisis enzimatica

Tiempo de Experimento 1 Experimento 2
reaccion (hrs) Glucosa (g/L) Glucosa (g/L)

0 0 0
24 7,86 8,78
48 15,95 17,52
72 23,72 19,57
96 28,86 23,46
120 32,82 26,98
o0 33,21 27,23
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Figura 44: Resultados de la hidrdlisis enzimatica, comparacion experimento 1y
experimento 2

Los resultados indican una mayor cantidad de azucares en el experimento 1, este
corresponde a una menor cantidad de azlcares en la hidrdlisis quimica.

3.8 AZUCARES TOTALES OBTENIDOS

Después de llevar a cabo los procesos de sacarificacion y analizar cada uno de los
resultados obtenidos a las diferentes condiciones de reaccion se realizé la sumatoria
de los azlcares obtenidos en la hidrolisis acida como en la enzimatica y a estos se
le denominaron azucares totales, los resultados se muestran en las tablas 22,
mientras que en la figura 45 se encuentran graficados estos resultados.
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Tabla 22: Azlcares totales, azUcares obtenidos de la
hidrélisis enzimatica sumados con los azlcares de la
hidrolisis acida

tiempode  Experimento 1 Experimento 2
reaccion Azlcares (g/L)  Azucares (g/L)
0 0 0
15 35.83 47.23
30 38.64 57.18
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Figura 45: Azucares totales, azucares obtenidos de la hidrolisis enzimatica
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Podemos concluir que al sumar las cantidades de azucares que se obtienen en
ambos pasos de sacarificacion la mayor cantidad de azucares fermentables es
obtenida al extraer la mayor cantidad en la hidrdlisis 4cida y el residuo llevarlo a
hidrélisis enzimatica.

3.9 COMPARACION, OBTENCION DE AZUCARES CON MATERIA PRIMA SIN
NINGUN TRATAMIENTO

El residuo obtenido después de la extraccién de aceites esenciales, fenoles y
flavonoides, se llevé a un proceso de sacarificacion, en esta parte del trabajo a esta
extraccion le llamaremos sacarificacion 1, llamando sacarificacion 2 a una segunda
sacarificacion realizada con materia prima nueva.

El motivo fue hacer una comparacion en el rendimiento de estas extracciones,
reportando en la tabla 23 la sumatoria de los azucares obtenidos en los pasos de
hidrolisis quimica e hidrdlisis enzimética de ambos casos.

Tabla 23: Comparacion de resultados, azUcares totales

Tiempo de Sacarificacion Sacarificaciéon
Reaccion (min) 1 2
0 0 0
72 47.23 51,94
120 57.18 60,6
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Figura 46: Comparaciéon de resultados, azlcares totales, Sacarificacion 1y
Sacarificacion 2

Podemos observar en la figura 46 que obtenemos cantidades muy semejantes de
azucares y de inmediato llegamos la conclusion que estamos perdiendo
compuestos importantes de la materia prima que se pueden aprovechar si no se
separan antes.

3.10 DETERMINACION DE LIGNINA

Se cuantificé la lignina, denominada lignina Klason descrita en la metodologia.

Tabla 24: Lignina Klason

Porcentaje en peso de
materia seca

Lignina 3.69
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4 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La produccion de limén en México es aproximadamente 2 055 209 ton, por lo tanto
se producen grandes cantidades de citricos que no es aprovechado los cuales se
consideran contaminantes debido a las grandes cantidades de estos desechos, la
utilizacion de estos como matreria prima implica que los costos de este insumo
seran minimos y la recuperacion de componentes de este material son redituables.

En este caso se obtuvo 2.38 g de aceite esencial que se extrajo por medio del equipo
Soxhlet, se obtuvieron también fenoles y flavonoides, la cuantificacién de estos
compuestos se realizd6 mediante la técnica de espectrofotometria. EI mejor modelo
de extraccidon de los compuestos fendlicos al igual que el de los flavonoides fue con
una concentracion de disolvente (Etanol) al 80%, con un tiempo de 12 horas y una
temperatura de 45 °C para lo fenoles y 75°C para los flavonoides, obteniéndose
3.5538 mg/g b.s. y 3.3804 mg/g b.s. respectivamente.

La sacarificacién se realizd, primero con una hidrélisis &cida y segundo con el
residuo del primer paso se sometié a una digestion enzimatica y se obtuvieron los
resultados siguientes, 29.95 g/L en la hidrdlisis acida y 27.23 g/L en la digestion
enzimatica y haciendo un comparativo se obtuvo un rendimiento de 79.41% vy
84.16% en los azucares totales obtenidos en las dos sacarificaciones, siendo la
primera aquella que se realizé después de haber separado los aceites esenciales,
fenoles y flavonoides y la segunda aquella sacarificacion que se realizé con materia
prima nueva

El analisis realizado en el presente trabajo nos permite asegurar que podemos tener
grandes cantidades de limén que serd desechado en el estado de Michoacan y
posiblemente en otros estados productores y que podemaos rescatar y procesar para
la obtencién de compuestos como los descritos anteriormente.

Sin embargo, antes de proponer un proceso integral, se recomienda analizar los
componentes que puedan aprovecharse del jugo, asi como, realizar la fermentacion
de los licores azucarados que se obtuvieron en este trabajo.

De igual manera, es necesario hacer un analisis economico de los procesos
involucrados que permitira determinar la factibilidad de este aprovechamiento.
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