POLI

POLITECNICO
GRANCOLOMBIANO

INSTITUCION UNIVERSITARIA

PROPUESTA DE BIORREFINERIA A PARTIR DE RESIDUOS DEL DURAZNO PRUNUS PERSICA EN COLOMBIA
Biorefinery proposal from peach Prunus Persica waste in Colombia.

Cindy Gavilan
cindy.gavilan@estudiantes.uamerica.edu.co

Ivan Mahecha
ivan.mahecha@estudiantes.uamerica.edu.co

Juan Sandoval
juan.sandoval@profesores.uamerica.edu.co

Universidad de América
Ingenieria Quimica
Colombia

RESUMEN

Los residuos industriales de tipo agricola en Colombia se han venido implementando en el aprovechamiento como
fuente principal del desarrollo de nuevas estrategias para la produccién de biomateriales, biocombustibles, productos
quimicos e inclusive generacion de energia a partir del uso de biomasa. El material sobrante de los duraznos es un
material promisorio para muchos de los campos mencionados, pero en esta investigacion se busca, especificamente,
plantear estrategias de cuantificacién de los glucésidos cianogénicos que contiene la semilla del durazno, aprovechando
el proceso de cianogénesis con el fin de obtener compuestos quimicos valiosos como el 4cido cianhidrico y el
benzaldehido. Estos compuestos pueden ser cuantificados y extraidos mediante técnicas de cardcter experimental,
como cromatografia liquida de alta resolucién y espectrometria de masas acoplada a cromatografia de gases, entre
otras. La investigacion a realizar aplicard microdifusion de Conway y extraccién Soxhlet como las técnicas mas
adecuadas, desde puntos de vista técnicos y econédmicos, segun estudios realizados anteriormente.
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INTRODUCCION

El durazno es el fruto correspondiente del duraznero (Prunus Persica), originario de China. Es un ejemplo de los frutos
que contienen hueso, asi como otras especies del género Prunus. El durazno tiene forma ovoide con un didmetro de
entre 4 a 10 cm, y colores entre rojos y amarillos (Miranda, Fischer, & Carranza, 2020). Su epidermis es delgada, su
mesocarpio es carnoso y el endocarpio de hueso tiene en su interior la semilla, la cual es en forma de almendra (Timana
& Urbano, 2013). La produccién de este fruto en Colombia, conforme al boletin informativo emitido por el DANE sobre
la encuesta nacional agropecuaria (Direccién de Metodologfa y Produccion Estadistica, 2019), se da principalmente en
la region Andina, en los departamentos de Norte de Santander y Boyacd, donde se reportan en el primer semestre del
afio mencionado una cantidad de 5.162 ton y 4.722 ton de producto, teniendo un total a nivel nacional de 14.406 ton
respectivamente. El 70% del peso del fruto se reparte entre el endocarpio (carozo), el mesocarpio y el epicarpio (pulpa
y céscara) (Alarcén, Lopez, & Restrepo, 2015), componentes que se pueden aprovechar en la valorizacién de residuos
agroindustriales y simultaneamente como estrategia de mitigacidn ambiental.

Debido a limitaciones econdmicas, sociales y, atin, nutricionales, unido con la falta de conciencia sobre la necesidad de
proteger el medio ambiente, ha generado que los residuos agroindustriales sean mal manejados y se conviertan en
fuentes de contaminacién del suelo, el agua y el aire (Cury et al., 2017). Las empresas y distribuidoras optan en su gran
mayoria por desechar el material sobrante del fruto después de su adecuacién a un proceso de transformacién, sin tener
en cuenta que “La acumulacién excesiva de materia organica proveniente de residuos agroindustriales puede ocasionar
contaminacién del suelo y si es el caso zonas acudticas” (Alvarez, 2013).

De acuerdo con el Documento CONPES 3874 de 2016, los residuos organicos en Colombia suelen ser desechados sin
considerarse un posible uso de sus propiedades, puesto que la desinformacidn que se presenta por parte del
consumidor final aporta a la insostenibilidad tanto del proceso de siembra y cosecha como a la manufactura
propiamente; debido al crecimiento poblacional se incrementa la produccidn de varios alimentos, asi mismo se dificulta
la adquisicion de predios donde se realice la disposicidn final de estos sobrantes, que por lo general se depositan sin
tratamiento alguno para la mitigacién hacia el entorno, sumado a la incorrecta separacion de los desechos acumulados,
lo que provoca una confluencia de residuos cuyos lixiviados se transforman en compuestos contaminantes para el
medio ambiente y nocivos para la salud. Actualmente, las industrias conllevan una responsabilidad a gran escala con la
situacion ambiental, por ello se necesita que se sensibilicen con las problemdticas de este tipo, desarrollando una
produccién sostenible en pro del aprovechamiento de toda variedad de residuos. Desde el punto de vista agroindustrial,
los residuos que se generan van aumentando constantemente por la demanda en la produccién de alimentos, ya sea
por un crecimiento poblacional o por nuevos entrantes en la industria y el comercio. A partir de estas problematicas
surge la necesidad de adaptar estos residuos agroindustriales y convertirlos en un producto util abarcando dos
conceptos base en laimplementacién de la sostenibilidad en una empresa: la solucién a un problemay la generacién de
ingresos econdmicos adicionales (Cury et al., 2017).

Las semillas del durazno pueden considerarse recursos de gran valor para la obtencién de productos quimicos de uso
cosmético, farmacéutico, textil e inclusive en la recuperacion de metales preciosos; por otro lado, el carozo, cuya
funcién es la proteccién de la simiente, es aprovechable para la produccién energética mediante su uso como biomasa
(Guerrero, 2010). Generalmente, estos dos componentes que conforman al endocarpio del fruto son devaluados en su
mayorfa, aprecidndose Unicamente la pulpa para la elaboracién de productos alimenticios a nivel industrial. Al
pertenecer al género Prunus, su almendra o semilla se caracteriza por un sabor amargo por contenido de amigdalina y
prunasina (Arrdzola, Sanchez, Dicenta, & Grané, 2012), glucdsidos cianogénicos conocidos por descomponerse en acido
cianhidrico y benzaldehido mediante una hidrdlisis enzimatica. “La enzima emulsina (B-Glucosidasa), en el caso de la
amigdalina, desdobla las dos moléculas de glucosa presentes (representa el 71% de la molécula), y una molécula de
benzaldehido cianhidrina, que consecuentemente se desdobla en una molécula de benzaldehido (que constituye el 23%)
y una de acido cianhidrico (que abarca el 6%)” (Arrazola, 2002). Dicho proceso hidrolitico es conocido como cianogénesis
(Poulton, 1990). Es asi como la amigdalina y la prunasina presentes en la almendra de durazno se pueden utilizar como
productores de acido cianhidrico y benzaldehido, accionando este metabolismo de cardcter catabdlico.

Hidrdlisis Enzimdtica
La amigdalina y la prunasina pueden ser hidrolizadas facilmente; los glucdsidos se descomponen lentamente en
soluciones acuosas frias, aumentando su velocidad al elevar la temperatura. La reaccién cuenta con la participacion de
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tres enzimas: la amigdalina hidrolasa y la prunasina hidrolasa, encargadas del rompimiento de enlaces glucosidicos de
los azlcares (del Cueto, Mgller, Dicenta, & Sanchez-Pérez, 2018); y la hidroxinitrilo liasa cuya funcién se basa en la
separacion del grupo nitrilo de la cianhidrina permitiendo la formacién de HCN y benzaldehido (Figura 1). La amigdalina,
principal glucdsido cianogénico en la almendra, primero se hidroliza formando una molécula de prunasina y glucosa;
posteriormente la prunasina, conformada por un D-mandelonitrilo (cianhidrina) y una molécula de glucosa son
separadas nuevamente via hidrdlisis donde finalmente se separa el mandelonitrilo (Conn, 1980).

Amygdalin Mandelnitril

CH;OH CN Gentiobiose Benza!dehyd

—CH,
HO CH
@0 —CH Hydrogencyanid
OH OH @ @

Figura 1. Reaccion de hidrélisis enzimatica simplificada de la amigdalina. Fuente: http://www.biosite.dk/leksikon/amygdalin.htm

Produccién mundial

El 4cido cianhidrico es un subproducto en la mayoria de los procesos de obtencién convencionales. Segin DataM
Intelligence, su produccidn se distribuye principalmente entre Estados unidos y Asia-Pacifico. En el afio 2018 el valor
comercial de HCN en Norteamérica fue de US$835,8 millones, mientras que en Asia-Pacifico para ese mismo afio obtuvo
US$944,1 millones. En Sudamérica, Brasil es considerado el pais lider en produccién de este tipo de producto (DataM
Intelligence, 2019). Los principales productores en Norteamérica son American Cyanamid, BP Chemicals, DOW Chemical
U.S.A, Monstanto Co, Rohm and Haas Co. Sterling Chemical, entre otros (John Wiley & Sons, 2000).

El benzaldehido a nivel comercial puede ser de grado alimenticio o de grado técnico. El benzaldehido de grado técnico
abarca el 68,5% de la produccién global en el 2016 (Verified Market Reports, 2019). Los principales productores de este
compuesto aromdtico en Norteamérica son Kalama Chemical Inc y Chatterton Petrochemical Corporation en Canada
(John Wiley & Sons, 2000) se espera que, a nivel mundial, su tasa de crecimiento anual se incremente un 3,9% en los
préximos cinco afios, alcanzando US$270 millones en el 2024, segiin un prondstico establecido por Market Reports.

METODO

Almacenamiento y preparacion de la materia prima:

La materia prima fue donada por C. | Alliance S. A., una empresa dedicada al comercio mayorista de alimentos, que
proveyd 26 kg de durazno proveniente de El Socorro, Santander, de los cuales se separé de forma manual el endocarpio
(carozo) del mesocarpio (pulpa) para cada fruta, siguiendo el método propuesto por Ruiz y Garcia (2018) en la extraccién
de amigdalina a partir de semillas del durazno por hidrdlisis enzimdtica enterobacteriana. Luego, se procedid a la etapa
de conservacién, para cuyo fin se opté por uno de los dos métodos propuestos por Arrdzola en su trabajo de
mejoramiento genético de la almendra (Arrazola, 2002): liofilizacién o refrigeracidn. En este caso, para la conservacion
se escogio el segundo, manteniendo las muestras a 3 °C en condiciones de oscuridad. Es importante mencionar que el
tiempo entre la separacion y la conservacidn fue el menor posible buscando evitar deshidratacidn y oxidacién de la
almendra. Como medida de seguridad se aplicé un empacado al vacio de las almendras separadas antes de almacenarse
en refrigeracion. Después del acondicionamiento, las semillas se trituraron mediante un molino de bolas a 3.500 rpm en
un intervalo de tiempo de 10 a 25 segundos hasta alcanzar una masa harinosa (tamafio de particula 1 mm). Para evitar el
calentamiento del material, que podria conducir a su apelmazamiento o compactacidn, se tuvo precaucién del tiempo
de molienda y cantidad agregada, procurando que no excediera la mitad de la capacidad del molino.

Una vez lista la harina, se repartid en diversas alicuotas de la cantidad original; posteriormente, se llevaron a un proceso
de congelamiento a -23°C hasta el momento de su uso, para prevenir enranciamiento de las grasas. Las muestras se
distribuyeron en cantidades iguales para la técnica de microdifusidn enzimatica de Conway, con y sin accién enzimatica
de Aspergillus Niger; y para la extraccion por Soxhlet con determinacidn gravimétrica. Lo anterior se hizo buscando
encontrar la mejor estrategia de extraccién y cuantificacién de cianuro y benzaldehido de los glucdsidos cianogénicos
aislados en la semilla de durazno. Las técnicas analiticas de microdifusidn cony sin enzimas se basaron en los protocolos
propuestos por Arrazola (2002); mientras que la extraccion Soxhlet se desarrollé a partir de las recomendaciones
propuestas por Ruiz y Garcia (2018).
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Andlisis por microdifusion

La técnica de microdifusion por hidrdlisis enzimatica actia como un método de separacidn sencilla por volatilidad de
sustancias, gracias a la diferencia de volatilidad que presenta el dcido cianhidrico frente a los componentes restantes,
tales como el benzaldehido y la glucosa. Puede efectuarse una determinacion cuantitativa del contenido de cianuro por
reaccién con un reactante fijador que, en este caso, se usé hidréxido de sodio en solucidn. Se controld la temperatura,
el tiempo y el pH, ademas del tamafio del recipiente de reaccidn. La microdifusidn se realizé con adicién de enzima (6
muestras) y sin enzima externa (6 muestras). Para la preparacion de muestras sin adicidn se pesaron 0,2 g de almendra
triturada y se introdujeron en el recipiente asignado como reactor; luego, en un vial colector de muestra se agregé 1 mL
de hidréxido de sodio 0,2 M; el vial se instald en el reactor como se observa en la Figura 2, montaje propuesto por
Arrazola (2002). Se afiadieron 4 mL de una solucién reguladora de pH 5,5 (tampdn fosfato), y se cerré inmediatamente
el reactor que se llevé a un bafio termostatizado a 35°C durante 24 horas. Este método se realizé para cada muestra.

Tapa
hermética

HCN |8
NaOH, 1M

Solucion "buffer"
y B-glucosidasa

[“— Muestra

Figura 2. llustracién del montaje para la recoleccion de CN mediante microdifusion. Elaboracién propia, basados en Sanz (2019)

Para las muestras con adicién de enzima externa se realizé el mismo procedimiento; no obstante, la adicién de
Aspergillus niger como productor de enzima B-glucosidasa requiere de la preparacién de un caldo nutricional que se
agregod al reactor, inoculando mediante un hisopo antes de cerrar herméticamente el reactor, que tiene como
dimensiones 3 cm de didmetro y 6 cm de altura.

Una vez completado el tiempo, la mitad de las muestras 12 horas y la otra mitad 24 horas, los reactores se dispusieron
en un frigorifico a 3°C; luego, el colector introducido se extrajo para llevar a cabo la valoraciéon gravimétrica del contenido
de cianuro. Para calcular el rendimiento de cianuro obtenido se preparé una muestra con 5 mL de patrén cianuro (1 ppm)
con un mL de hidréxido de sodio 0,2 M en el vial colector y 0,7 mL de 4cido fosfdrico reajustando el pH a 5,5. Se realizé
la titulacién gravimétrica utilizando como agente titulante nitrato de plata 0,2 M en disolucién acuosa y 0,01 g de ioduro
de potasio como indicador.

Para la valoracién gravimétrica, Método de Mohr, (Chavez-Ramos & Bonilla-Martinez, 2014), se transvaso la disolucién
alcalina resultante del colector a un vaso de precipitados de 100 mL mediante un gotero, posteriormente el vial colector
se lavd con 2 mL de agua destilada tres veces, reuniéndose con el primer trasvase para formar la disolucién a trabajar
en la titulacién. Nuevamente se diluyé a 50 mL con agua y se afiadieron 0,5 g de Kl. Para la determinacién cuantitativa
se empled el método modificado de Liebig-Deniges, segtin Liebig (1851). Se afadio el agente valorante (nitrato de plata),
mientras se agitaba el contenido hasta mostrar en el centro una tonalidad amarilla-rojiza. Después, los gramos de nitrato
de plata gastados se calcularon por diferencia de peso del frasco que contiene la disolucién antes y después del punto
final de valoracién, comparando con un blanco hecho de 1 mL de NaOH 0,2 M con 0,5 g de Kl y agua hasta 50 mL.
Finalmente, se realizé un andlisis cualitativo para determinar la presencia de benzaldehido una vez completado el
proceso de hidrdlisis. El remanente de la muestra se vertié a un tubo de ensayo y se le adicionaron 10 gotas de reactivo
de Schiff torndndose a un color rojo violeta al reaccionar con el grupo funcional aldehido.

Extraccién Soxhlet

Se aplicé extraccidn Soxhlet a 10 muestras, empleando el método propuesto por Ruiz y Garcia, utilizando como solvente
100 mL de etanol al 96% y 20 g de la muestra de almendra triturada por muestra durante dos horas a 80°C, valorizando
cianuro por determinacién gravimétrica de la misma forma que en la microdifusién a partir de 50 mL de extracto
obtenido. Para la cuantificacién de benzaldehido se aplicd destilacién por reflujo simple con 50 mL de muestra obtenida
en la extraccidon Soxhlet realizada.
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La muestra recogida se acondiciond para eliminar impurezas. Para ello se tomaron 50 mL de muestra en un embudo de
decantacidn, se le afladieron 18 mL de una solucidn saturada de bicarbonato de sodio con el fin de neutralizar el 4cido
benzoico que se pudo haber generado durante sumanejo por oxidacién del benzaldehido. Una vez agregado, el embudo
se agitd para la correcta disolucién del bicarbonato, generando dos fases inmiscibles por diferencia de densidades. El
embudo debe estar en reposo hasta que pueda evidenciarse dicha diferencia. El benzaldehido se encuentra en la fase
superior del embudo, por lo tanto, se extrajo por la parte inferior el residuo, abriendo la vélvula de salida hasta dejar la
fase superior contenida en el embudo. Posteriormente, se retiré la segunda fase en un matraz para realizar una
clarificacidn con 15 g de sulfato de magnesio. El matraz se agité para luego llevar a un proceso de filtracion, separando
gran cantidad de agua del benzaldehido. La solucidn filtrada se traslada a un baldn de destilacion donde se efectuara la
destilacién por reflujo simple, a una temperatura de 85°C durante 1 hora. Al benzaldehido, recogido por el proceso,
nuevamente se le afiade sulfato de magnesio anhidro para retirar el agua restante. Por ultimo, se evalla la cantidad
recogida con respecto a la cantidad inicial del proceso.

Como paso final se compararon los resultados recopilados de las técnicas de cuantificacion estableciendo los resultados
en mg de HCN y de benzaldehido por cada 100 g de muestra.

RESULTADOS
Extraccion Soxhlet.
A partir de los siete ensayos realizados por determinacién gravimétrica, se obtuvieron en promedio 209,25 mg de
cianuro/100 g de muestra seca mediante la extraccidn previa del analito por el método Soxhlet, como puede verse enla

Tabla 1.

Muestra mg CN/100 g
muestra
50,68

348,91
182,22
297,21
219,02

206,34

AN WN KW

7 160,33

Tabla 1. Resultados del ensayo para 7 repeticiones empleando valoracién gravimétrica por Liebig-Denigés. Elaboracién propia.

El contenido de cianuro detectado por determinacién gravimétrica es inferior, en promedio (209,25 mg CN/100 g
muestra seca, es decir 2092,5 ppm), a lo reportado tedricamente por Funes (1978) o Pereira et al. (2018), o a nivel
experimental por Horna et al. (2016). No obstante, mostré un valor cercano al de Arrazola (2012), quien encontré 217,8
mg de CN/100 g de muestra seca, o Duke (2001), quien en su analisis del contenido de amigdalina y del cianuro total para
varias partes del fruto reporté un rango de 142 a 341,29 mg CN/100 g de muestra seca.

Destilacién por reflujo simple.
Los resultados de la determinacidn de benzaldehido en las diez muestras extraidas por Soxhlet mediante destilacion
simple se muestran en la Tabla 2.

Muestra Extracto Destilado, mL Porcentaje de
Soxhlet, mL recuperacion,
%

1 25 8,20 32,8

2 25 8,20 32,8

3 25 7,20 28,8

4 20 4,85 24,3

5 20 2,80 14,0
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6 20 7,40 37,0
7 19 8,70 45,8
8 23 4,90 21,8
9 23 4,75 21,1
1 0 20 6,00 30,0

Tabla 2. Resultados del ensayo para 10 repeticiones empleando Destilacién simple. Elaboracidn propia.

El bajo porcentaje de recuperacién, 28,8% en promedio de las diez muestras, se debe a dificultades experimentales.
Inicialmente se habia propuesto destilacién al vacio, pero por dificultades ajenas se reemplazd por destilacién simple,
menos eficiente, lo cual influye en el resultado, puesto que se observd presencia de agua en la mezcla final.

Cuantificacién de cianuro por gravimetria sin enzima
Los resultados de la determinacién de cianuro por gravimetria sin adicion de enzima se muestran enla Tabla 3

Muestra mg CN/100 g
muestra
1 12,62
2 83,43
3 25,10
4 22,70
5 22,25
6 19,84

Tabla 3. Resultados del ensayo para 6 repeticiones por valoracién gravimétrica por el método de Mohr con enzima. Elaboracidn propia.
No hubo una dispersion de datos tan grande como la observada en la Extraccién Soxhlet (Tabla 1), aunque el valor

promedio es inferior: 30,99 mg CN por 100 g de muestra seca.

Cuantificacién de cianuro por gravimetria con enzima
Los resultados de la adicién de enzima producida in situ por el hongo filamentoso Aspergillus niger no son tan

prometedores, con un promedio de 15,32 mg CN/100 g muestra, como se muestra en la Tabla 4. Al retirar los viales con
la muestra no se observd el hongo, indicando que el medio habia causado su muerte, por la presencia del cianuro.

Muestra mg CN/100 g
muestra
1 39,99
0 15,06
3 27,15
4 7,88
5 1,17
6 0,66

Tabla 4. Resultados del ensayo para 6 repeticiones por valoracién gravimétrica por el método de Mohr sin enzima. Elaboracién propia.

Prueba de Schiff
Finalmente, no se encontrd un cambio de coloracién de rosa palido a un purpura oscuro al aplicar la prueba de Schiff

para los 12 ensayos correspondientes a la microdifusion de Conway, indicando ausencia de benzaldehido.

DISCUSION Y CONCLUSION
La concentracidon promedio de cianuro obtenida después de la extraccion Soxhlet es similar a lo reportado por

investigaciones consultadas que trabajaron con variedades de almendras amargas y ejemplares de semillas de durazno,
enunrango de 142 a 341 mg de CN/100 g de muestra. No obstante, la obtenida mediante difusién modificada de Conway
es inferior siete veces a la primera técnica. La adicién de enzima no debe hacerse in situ, sino extraerla del hongo para
luego si agregarla al proceso. Por ninguna de las dos técnicas (Soxhlet o microdifusién) se observé una cantidad
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significativa de benzaldehido. El estudio permite confirmar la presencia de ambos compuestos, pero sugiere mayor
concentracion de cianuro. Dentro de lo esperado y con las limitaciones inherentes a un estudio de pregrado, da
perspectivas para continuar investigando con el fin de establecer una biorrefineria de este fruto del durazno.
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