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Resumen

La produccion de bioetanol es uno de los bioproductos que impacta dentro del comercio internacional de los
biocombustibles, teniendo el 90% de la produccién total. Se llevé a cabo un estudio sobre la obtencion de
bioetanol a partir de los lixiviados originarios de la fraccion organica de los RSU; durante el proceso se
realizaron diferentes etapas, las cuales fueron desde la recoleccion de residuos hasta la fermentacion y
destilacion de los lixiviados. El obtuvo rendimientos de bioetanol del 54 + 0.15 al 82 + 0.88 % partiendo de
lixiviados provenientes de la fraccion organica de los residuos solidos urbanos(RSU). Esto nos permite
analizar la viabilidad que tiene la obtencion de bioetanol a partir del lixiviado de residuos organicos, ademas
del aprovechamiento de los propios RSU y la implementacion de una economia circular dentro de la
poblacion.

Palabras clave: Biocombustibles; Bioetanol; Lixiviado; Residuos organico-agroalimentarios; Glucosa;
Saccharomyces cerevisiae, Fermentacion de glucosa.

Abstract

The production of bioethanol is one of the bioproducts that impacts the international trade of biofuels,
accounting for 90% of the total production. A study was carried out on obtaining bioethanol from leachates
originating from the organic fraction of MSW; During the process, different stages were carried out, which
ranged from waste collection to fermentation and distillation of the leachates. The highest concentration of
bioethanol (9 mL and 7.11 gr) and yield (82.19%) was a product of the leachate enriched with a concentration
of 200g/L of glucose. This allows us to analyze the viability of obtaining bioethanol from the leachate of organic
waste, in addition to the use of MSW and the implementation of a circular economy within the population.

Key words: Biofuels; Bioethanol; Leachate; Organic agri-food waste; Glucose; Saccharomyces cerevisiae,
glucose fermentation.

Introduccion

Los biocombustibles desde el siglo XX han sido estudiados como una alternativa y necesidad para la
humanidad, debido a que los combustibles fosiles al ser un recurso no renovable se estan agotando(Li et al.,
2022; Venkata Mohan et al., 2016). También han surgido como una solucién ante una de las problematicas
medioambientales mas importantes a nivel mundial, la mala gestién de residuos. Esta problematica se
representa en las ciudades debido a las grandes cantidades de residuos organicos que se generan a diario,
en especial de aquellos comercios agroalimentarios, como las fruterias, mercados, supermercados, centrales
de basto, e incluso domiciliarios, que les dan una vida util corta a sus residuos, pudiendo ampliarla y contribuir
a la economia circular(Agrawal et al., 2023; Kumar & Verma, 2024; Mehmood et al., 2022; Venkata Mohan et
al., 2016).

Los biocombustibles han sido clasificados en primera, segunda y tercera generacion, dependiendo de la
materia prima, el proceso y los resultados. La materia con un contenido lignoceluldsico se considera una de
las mejores para la produccion de bioetanol de segunda generacion; asi como la materia organica procedente
de remanentes industriales, agroindustriales y domésticos. Estos tipos de residuos cuando se encuentran en
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grandes cantidades y acumulaciones generan un impacto directo al medio ambiente (Gonzélez-Contreras et al.,
2023; Velvizhi et al., 2020). Por lo que ha surgido la necesidad de corregir y evitar este gran impacto,
aprovechandose estos residuos para producir bioetanol y llevar a cabo la economia circular. La produccion
de bioetanol es uno de los bioproductos que impacta dentro del comercio internacional de los
biocombustibles, teniendo el 90% de la produccion total. El bioetanol es principalmente producido a partir de
la cafa de azucar en Brasil, mientras que en Estados Unidos se genera del maiz . A nivel mundial, el bioetanol
es utilizado y afiadido en mezclas con gasolina en diferentes porcentajes, ya sea para automoviles u otras
magquinarias. A partir de que Estados Unidos implemento las medidas para prohibir la adicion de MTBE en la
gasolina el mercado de bioetanol se consolido y comenzo a usarse como reemplazo del aditivo mencionado,
llevando al bioetanol a tener una gran demanda y crecimiento comercial (Perez-Pimienta et al., 2017; Zabed et
al., 2023). México al ser un pais petrolero se ve enfrentado a una de las crisis energéticas mas grandes, debido
al desabasto de combustibles fosiles. Pero también al ser un pais agricultor puede obtener materia organica
para la produccion de biocombustibles. A comparacién de Estados Unidos, Alemania, Japon y China, México
no esta en la posicion de utilizar maiz como fuente primaria, debido a que el maiz forma parte de la base
alimenticia de la poblacion mexicana (Manikandan et al., 2023; Mukhtar et al., 2022). Por lo que se ha ido
estudiando la materia organica con contenido lignoceluldsico que se pueda utilizar para genera bioetanol de
segunda generacion, esto sin afectar la alimentacion de la poblacion.

La fraccion organica de los residuos sdlidos urbanos contienen celulosa, hemicelulosa y lignina, los cuales
son muy importantes, ya que a partir de estos es posible la sintesis de bioetanol y biobutanol. La sintesis se
puede fraccionar en diferentes etapas. En las primeras etapas se encuentra el pretratamiento de los residuos,
con el objetivo de facilitar una degradacion eficiente de la glucosa por los microrganismos. Existen varios
tipos de pretratamientos, como, los mecanicos, térmicos, fisicoquimicos, quimicos y bioldgicos (Gémez et al.,
2022(Serafin Mufioz et al., 2019)).

En el presente trabajo se estudio la obtencion de bioetanol a partir de lixiviados producidos por la materia
agroalimentaria originaria de establecimientos agro-mercantiles, y el potencial de produccion de bioetanol;
con el objetivo de implementar la economia circular dentro del Estado de Guanajuato, y evitarla generacion
de grandes volumenes de residuos organicos que después no podran ser aprovechados.

Metodologia

El procedimiento para la obtencion de bioetanol a partir de los lixiviados de RSU se conforma por cuatro
etapas: recoleccion y procesamiento de RSU, determinacién de azucares reductores, fermentacion con S.
cerevisiae, y evaporacion y destilaciéon del lixiviado, en la figura 1 se muestra el esquema metodoldgico
general.

Recoleccion y procesamiento de residuos organicos. Se llevo a cabo dos recolecciones de RSU (la
primera el 17 de junio del 2024 y la segunda el 03 de julio de 2024), provenientes de las fruterias de la ciudad
de Guanajuato, Gto., México. En la primera colecta se reunié mayor cantidad de residuos vegetales, mientras
que en la segunda colecta se obtuvo, en su mayoria, de tipo frutales. Una vez obtenidos los RSU se
procesaron para obtener materia prima en fracciones solida y liquida (lixiviados). La fraccién liquida se
almaceno a 4°C para su preservacion.

Determinacién de azucares reductores (AR). Para determinar los AR presentes en los lixiviados, se llevo a
cabo la técnica de determinacion de azucares reductores de Miller(Ayala et al., 2021; Chaudhary, Hussain,
et al., 2021) en la cual se preparo el reactivo DNS con tartrato de sodio-potasio, NaOH y DNS, después se
realizé una curva de calibracion a partir de una soluciéon madre de glucosa 4 g/L de concentracion, preparada
con dextrosa anhidra, los puntos de la curva comprendieron concentraciones de 0.1, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 g/L.
una vez concluido el tiempo de reaccidn las muestras se analizaron mediante espectrofotometria UV-VIS
(Viales HACH - DR3900) empelando una longitud de onda de 540 nm. Con el propdsito de obtener la mayor
cantidad de azucares simples o fermentables, se llevé a cabo la sacarificacion por medio de hidrélisis acida
con H>SO4 en diferentes concentraciones (1, 2, 4, 8 y 16%) a partir de una solucién madre de concentracion
del 40%, esto a una relacion de 2:1 (v/v) para conocer la concentracion mas adecuada sin dafar la estructura
de los azucares reductores. En base a estudios preliminares las condiciones de hidrdlisis fueron a una de
temperatura de 40 °C, 150 rpm y en un tiempo de 4 h (JimENez Islas et al., 2012; Serafin Munoz et al., 2019;
Sanchez et al., 2023). Se analizaron las muestras mediante espectrofotometria UV-VIS (Viales HACH -
DR3900) a 540 nm. Con base a la curva de calibracion de glucosa y el resultado obtenido de las lecturas en
espectrofotometria; se tomo la decision de no someter el lixiviado frutal a hidrolisis acida.
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Fermentacion. Una vez que se procesé y determiné la concentracion de azucares reductores en el lixiviado
fresco, se procedié la inoculacion con Saccharomyces cerevisiae. Esta especie de hongo fue seleccionada
por su capacidad y eficiencia para degradar glucosa.En esta etapa de la fermentacion se prepar6 un blanco
de contenido por medio de cultivo YPG (100ml); un control con indculo (6ml) y medio de cultivo YPG (94ml);
una muestra de lixiviado sin enriquecer compuesto por inéculo (6 ml), medio de cultivo YPG (9 ml) y lixiviado
(85 ml); y un duplicado del lixiviado con in6culo (6 ml), medio de cultivo YPG (9 ml) y lixiviado (85 ml)
enriquecido con dextrosa anhidra. Al lixiviado enriquecido se modificd la concentracién a 200 g/L. La
preparacion de las muestras se realizé dentro de una campana de flujo laminar para tener mayor grado de
esterilidad. Los matraces con las muestras se llevaron a la incubadora a una temperatura estable de 37°C
por 72 horas. De acuerdo con la literatura en el tercer dia se espera tener la conversién maxima o la mayor
cantidad de bioetanol obtenido (Marques & Aguiar-Oliveira, 2020; Valdez Castillo et al., 2020).

Evaporacion y destilacion del lixiviado. En esta etapa se llevaron a cabo dos procesos de separacion,
primer se realizo la evaporacion a vacio empleando un Roto Vapor R52 de ECOSHEL para la obtencion de
una fraccion liquida conformada por los componentes organicos (incluido el etanol) y agua a condiciones de
temperatura de calentamiento 40°C y 4°C de enfriamiento, se contaba con vacio en el sistema, una rotacién
de entre 87 y 90 rpm. El segundo proceso consistio en la destilacion del evaporado obtenido para la
separacion de bioetanol a un rango temperatura de 75°C a 80°C, esto para asegurarnos de que el compuesto
que se estaba evaporando y condensando era el etano (Chaudhary, Akram, et al., 2021; Ma et al., 2024).

Determinacion Etanol. Se tomaron 500 ul de las muestras las cuales fueron centrifugadas a 10,000 rpm
X 15min, posteriormente fueron diluidas con acetonitrilo, el cual fue usado como estandar interno.
Posteriormente fueron introducidas al Cromatografo de Gases con detector de ionizacion de llama (FID (CG-
FID, Perkin Elmer) (Bonilla-Hermosa et al., 2014; Kotarska et al., 2019; Ortega et al., 2021; Serafin Mufioz et
al., 2019).

Rendimiento del etanol.Para el calculo del rendimiento de etanol, se tomd la cantidad de etanol destilado
en relacion con el etanol tedrico, ecuacion (1) (Gonzalez-Gloria et al., 2023; Sindhu et al., 2020).

(1) CoHy0g — — — — — — - 2C,Hs0 + 2C0,

iény .
0 de residuos orgénicos.

Determinacién
O o

reductores (AR).

én con
Saccharomyces cerevisiae.

Evaporacién
en Roto
Vapor RS2 de

ECOSHEL

Figura 1. Metodologia general.
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Resultados y discusion

La primera colecta de RSU realizada el 17 de junio del 2024 se reunieron mayor cantidad de residuos
vegetales, por lo tanto, el lixiviado proveniente de este tipo de residuos fue mas hediondo vy dificil de obtener.
Mientras que la segunda colecta (03 de julio del 2024) se reunié mayor cantidad de residuos frutales, por lo
tanto, sus caracteristicas fueron olor dulce, coloracion marrén-rojizo. Para la curva de calibracion se
analizaron concentraciones de la solucidon de dextrosa anhidra al espectrofotometro UV a una longitud de 540
nm para medir su absorbancia, Figura 2.
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Figura 2:Curva de calibracion de glucosa de 0.1 - 2.0 gL-1.

En la tabla 1 se muestra los resultados obtenidos en la determinacion de AR del lixiviado. Al analizar el
contenido de glucosa, se determind que el lixiviado hidrolizado con el 1% es el que contiene mayor
concentracion de glucosa en su composicion, mientras que por arriba del 2% disminuye considerablemente,
debido posiblemente a la descomposicion o degradacion de los monosacaridos (Ferrer et al., 2002).

Tabla 1. Glucosa de lixiviado fresco e hidrolizado a diferentes concentraciones de dcido sulfurico (Viales HACH - DR3900).

Lix Fresco | cemeememeeee 0.044+ 0.01
Lixiviado 1 1% 4.470+ 0.07
Lixiviado 2 2% 0.641+ 0.03
Lixiviado 3 4% 0.185+ 0.11
Lixiviado 4 8% 0.173+ 0.10
Lixiviado 5 16% 0.152+ 0.02

En la figura 3 se observa la cepa de S.cerevisiae que fue utilizada para llevar a cabo el proceso de
fermentacion.

Figura 3. Cepa de S.cerevisiae, otorgada por el grupo de trabajo de la Dra. Carmen Cano del Departamento de Biologia
de la Universidad de Guanajuato.
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En la tabla 2 se describen las relaciones de volumen de alcohol por concentracion de sacarosa después de
la fermentaciéon por cada solucion de lixiviado fermentado. Ademas, se calculd la concentracion de
monosacaridos presentes en cada una de las muestras, para asi obtener las cifras del etanol tedrico.

Tabla 2. Concentracion de monosacdridos y de etanol tedrico.

Muestra Monosacaridos Etanol teérico (g)
Lixiviado enriquecidos 17.5 +0.01 8.7
Lixiviado sin enriquecer 7.3+0.01 3.65
Medio YPG c/indculo) 2+0.01 1

En adicion, el %v/v y los grados Brix nos proporcionan una referencia tedrica para saber cuanto etanol
deberiamos obtener después de la destilacion. Estas mediciones se realizaron con los lixiviados en crudo,
enriquecido y una solucion de sacarosa, esta ultima para tener una referencia propia del potencial del alcohol
(%v/v). Ademas, se realizd una calibracion con solucién de sacarosa para tener un dato de referencia
confiable (por cada 14.7 %v/v se tienen 25% Brix, (Ramirez et al., 2009)). Al finalizar la evaporacion realizada
en el Roto Vapor R52 se obtuvieron volimenes de solucién con etanol (tabla 3), debido a la temperatura a la
que se evaporo se podria encontrar la presencia de otros compuestos organicos no deseados y agua. Para
la cuantificacién de etanol mediante cromatografia de gases, se obtuvo una curva de calibracién de R? 0.9999
(figura 4). Se calculd la masa del etanol obtenido y el rendimiento (%) del etanol real con relacion al tedrico.

150000 — 5 % etanol

"""" 1% de etanol

100000 — —0.2% de etanol

uVv

50000 —

] | [ T T T T
200 250 300 350 400 450 500

time in seconds

Figura 4. Cromatogramas de curva de calibracion para etanol, R? 0.99995, precision de 0.138%.

En la tabla 3 se puede observar que hubo mayor concentracion de etanol en la muestra de la fermentacion
procedente en lixiviado enriquecido, al igual que un mayor rendimiento. Sin embargo, es de notar la
importancia del porcentaje en el rendimiento de etanol obtenido proveniente de la fermentacion del lixiviado
sin enriquecer (54%), lo que contribuye como un bioproducto de potencial a considerar en el aprovechamiento
de la fraccion organica de los residuos urbanos (FORSU) dentro del esquema integrado de economia circular
dentro de la diversidad de bioproductos en las diferentes cadenas productivas teniendo como materia prima
los FORSU.
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Tabla 3. Etanol obtenido, masa del etanol y rendimiento (%) del etanol obtenido.
Muestra Rendimiento de obtencion de
Bioetanol (%)
Lixiviado sin enriquecer 54.10 + 0.15
Lixiviado enriquecido 82.19 + 0.88
Conclusion

En el presente trabajo se observd que el lixiviado frutal fresco podria no ser hidrolizado, ya que este mismo
contiene bastantes monosacaridos aptos para que la levadura S. cerevisiae pueda fermentarlos y obtener
bioetanol. El lixiviado crudo (sin enriquecimiento de azucares) presentd un rendimiento 6ptimo de etanol. Por
lo tanto, es viable para la produccién de bioetanol, teniendo en cuenta el aumento de concentracion de
monosacaridos del lixiviado. Y se puede considerar una alternativa para reducir el impacto ambiental
originado de los combustibles fésiles y de un mal manejo de RSU; ademas, de que se puede implementar
baja el esquema de una economia circular, siendo una perspectiva futura de alternativa energética. Ademas,
este trabajo contribuye en la posibilidad de a través de una tecnologia asequible y sustentable que pudiera
implementarse en comunidades rurales para satisfacer sus necesidades energéticas.
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