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Resumen

Los residuos solidos urbanos (RSU) son una de las principales problematicas ambientales a nivel social.
Aproximadamente el 50% de los RSU se componen de residuos organicos. En México, la gestion de residuos
organicos representa un desafio significativo debido a la gran cantidad producida y a la necesidad de
encontrar alternativas sostenibles para su manejo. En el estado de Guanajuato, la produccion de frutas y
vegetales genera una cantidad significativa de residuos que plantean desafios ambientales y econémicos.
Una solucion prometedora para aprovechar estos residuos es la produccion de bioetanol y la busqueda de
técnicas favorables para la obtencién de acido citrico. Existen avances sobre los procesos de conversion para
obtener bioetanol y otros co-productos como el acido citrico a partir de residuos agroalimentarios; sin
embargo, la mayoria de los trabajos publicados se basan en un Unico residuo para la obtenciéon de los
productos. En el presente trabajo se realiz6 la sintesis de bioetanol a partir de la mezcla de residuos de
zanahoria, brdcoli, pifia y mango; asimismo, se obtuvo acido citrico a partir de residuos de granda. Los
productos obtenidos se analizan por su contenido de azucares totales y por refractometria; ademas, se realizd
un analisis cinético para la cuantificacion de la conversion de azucares reductores y de la produccién de acido
citrico.
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1. Introduccion

Los residuos solidos urbanos son una de las principales probleméticas ambientales a nivel social.
Aproximadamente el 50% de los RSU se componen de residuos organicos (RO) [1]. Los RO comprenden una
amplia gama de materiales biodegradables, como restos de alimentos, residuos de jardineria, y desechos de
la industria agricola y forestal; los cuales presentan un procesamiento inadecuado, promoviendo el avance
del cambio climatico y sus efectos negativos [1].

En México, la gestion de residuos organicos representa un desafio significativo debido a la gran cantidad
producida y a la necesidad de encontrar alternativas sostenibles para su manejo. La Comision para la
Cooperacion Ambiental (CCA) reporta que, en México, la generacion anual per capita es de 327.3 millones
de toneladas, de las cuales, solo el 7% es destinada para un segundo uso como digestion anaerdbica y
compostaje industrial [1]. En el estado de Guanajuato, la produccién de frutas y vegetales genera una cantidad
significativa de residuos que plantean desafios ambientales y econdémicos. Estos residuos, que incluyen
cascaras, pulpas y semillas de frutas como el mango, naranja, granada, asi como vegetales como el brocoli
y la zanahoria, entre otros. De estos, se estiman un total de 3,472,573 toneladas anuales [2], representando
una oportunidad para ser aprovechados como materias primas en la generacion de bioproductos.

Los RO, primordialmente restos de fruta, estan constituidos en un mayor porcentaje de pectina, hemicelulosa,
lignina y celulosa. El contenido de celulosa es de gran importancia, debido a que es un polisacarido formado
por cadenas de beta-glucosa, las cuales es prioritario hidrolizar para obtener los azticares fermentables que
permiten la obtencién de etanol y acido citrico [3].
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Figura 1. Ruta metabdlica de la fermentacion para la produccion de biocombustible producida por S. cerevisiae.

En la Figura 1 se muestra el proceso de fermentacion alcohdlica, este es llevado a cabo usualmente con la
levadura Saccharomyces cerevisiae, pues este microorganismo oxida los azucares reductores presentes en
la muestra a través del proceso de glicdlisis, donde el piruvato generado es retenido en una catélisis
enzimatica por el piruvato descarboxilasa y el alcohol deshidrogenasa; lo que desemboca en la produccién
del etanol, ademas de CO, como residuo [6].

Por otro lado, el acido citrico se encuentra en la familia de los acidos carboxilicos que se encuentran
ampliamente distribuidos en la naturaleza, ya sea en su forma original o en algunos de sus derivados (ésteres,
amidas y anhidridos), en este caso un ejemplo es el acido citrico que se encuentra en las frutas como la
mandarina, la naranja, la granada. La produccion del acido citrico es actualmente una de las mas
reproducibles gracias a la capacidad del hongo Aspergillus niger para producir cantidades significativas de
este acido en medio con presencia de azucar [7].

Un tipo de residuo de fruta que se produce en altas proporciones en México es el de granada (Punica
granatum L.), la cual se genera en mas de 8,500 toneladas por afio en 17 estados del pais [15]. Esta alta
produccién ocasiona su desperdicio. Adicionalmente, la cdscara de la granada regularmente no se consume.
Con el fin de establecer una estrategia para aprovechar estos residuos, evitando asi su inadecuada
disposicién, en este trabajo se propone una ruta de sintesis de un producto de alto valor agregado, acido
citrico, a partir de residuos de la granada, evaluando el efecto de las condiciones de operacion de las etapas
que conforman el proceso sobre el rendimiento hacia el producto deseado.

Tanto el bioetanol como el acido citrico son productos de alto valor que pueden ser obtenidos a partir de la
fermentacion de los azicares y otros componentes presentes en los residuos de frutas [5]. El bioetanol se
utiliza como biocombustible y en diversas aplicaciones industriales, mientras que el &cido citrico tiene
aplicaciones en la industria alimentaria, farmacéutica y cosmética. Ademas, el uso de bioetanol puede generar
beneficios econdmicos al fomentar nuevas industrias y empleos en el sector de biocombustibles y generar
sinergias con el sector agroalimentario. Asimismo, su uso contribuye a reducir emisiones de gases
invernadero. Por otra parte, la produccion de acido citrico es uno de los procesos microbianos industriales
mas grandes del mundo, aproximadamente el 70% de la produccion total de 1,5 millones de toneladas por
afo se utiliza en la industria de alimentos y bebidas como acidificante o antioxidante para preservar y mejorar
los sabores y aromas de los productos comerciales como jugos de fruta, mermeladas, helados, etcétera [7];
20% se usa en la industria farmacéutica como antioxidante para conservar las vitaminas, efervescentes,
correctores de pH [7], entre otras. El 10% faltante, se emplea para el tratamiento de textiles, en la metalurgia,
industria de detergentes, hasta en el cemento. En este ultimo, el proceso de obtencion del acido representa
rutas costosas y poco amigables con el medio ambiente.

El aprovechamiento de los residuos de frutas y vegetales para la produccion de bioproductos tienen un gran
potencial, debido a que podria reducir el impacto ambiental negativo asociado con la gestién de residuos;
ademas, diversificar las fuentes de ingreso para los productores agricolas y fomentar la creacion de empleos
en sectores relacionados con la bioindustria. Aqui se debe resaltar el estado del arte: Desafortunadamente,
actualmente un gran numero de trabajos para la obtencién de bioproductos se basan en utilizar solo una
unica materia prima [2, 4, 6, 8, 9, 10, 13], lo que resulta poco viable dada la heterogeneidad de los residuos.

En el presente trabajo, se realizé la sintesis de bioetanol a partir de residuos de mango, zanahoria, brécoli y
pifia, siguiendo la ruta de sintesis propuesta por el grupo de trabajo [4,9] obteniendo un analisis cinético en
la etapa fermentativa para el analisis de la evolucién en la produccién de bioetanol. Ademas, se lleva a cabo
la caracterizacion por medio de la cuantificacion de azlcares totales y por refractometria. Asimismo, se realizo
la produccion de &cido citrico a partir de residuos de granada, siguiendo la ruta de sintesis propuesta por el
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grupo de trabajo [6], se obtuvo un analisis cinético de la conversion del acido citrico a partir de espectroscopia
UV-Vis.

2. Metodologia

2.1. Produccién de bioetanol a partir de residuos de zanahoria, brécoli, pifia y mango.

Se realiz6 una sintesis con residuos de mango, zanahoria, brocoli y pifia; en proporcion 1:1:1:1 siguiendo la
sintesis realizada anteriormente en el grupo de trabajo [4], descrito a continuacion.

Inicialmente se llevd a cabo un proceso de secado en un deshidratador comercial (SAGAON Tech V2) bajo
las siguientes condiciones: temperatura 60 °C durante 48 horas, posteriormente se prepar6 6 gr
proporcionales a cada residuo (pifia, mango, brécoli y zanahoria), con el que se inici6 la etapa de hidrdlisis
que consistié en afiadir Ho.SO4 1 M, se colocd en un bafio Maria y se midié el tiempo de tratamiento a partir
de que llego a la temperatura de 60°C durante 60 min. Se neutralizé con NaOH 3 M hasta que se alcanzé un
pH de 4-5, esto con el fin de eliminar la mayor cantidad de acido en la muestra. Después se agregé un exceso
de NaOH 3 M para ajustar el pH entre 10-11. Se tuvo cuidado en no sobrepasar ese pH, ya que si se superaba
se favorecia la degradacion de los azucares [4]. Las muestras se dejaron reposar y en refrigeracion por 24
horas. Pasadas las 24 horas se agreg6 H.SO4 1 M para llevar las muestras nuevamente a un pH de 4-5. En
la etapa de fermentacion se afiadio 0.75 g de levadura Saccharomyces cerevisiae, en seguida se agregaron
200 mg de NH,H,PO, en atmésfera de nitrégeno, estos dos ultimos para optimizar y darle nutrientes a la
levadura y se dejé en calentamiento a 30°C durante 9 dias. Por ultimo, se le realizé una centrifugacion a 2000
rpm durante 25 min en una centrifugadora (Zenith Lab).

2.1.1. Obtencion de azucares totales.

Para esta medicion, se realizé una curva de calibracion basada en el método de fenol-sulfurico [12]

Se prepararon patrones de glucosa de 10-80 mg/L. Posteriormente se mezclé 2 mL de la muestra con 2 mL
de fenol al 5%, los tubos se colocaron en un bafio de hielo en el que se le afadié 5 mL de H.SO4 al 96%
realizando una agitacion rapidamente, seguido se dejé reposar 15 min en un bafio de hielo. Finalmente se
realizo la lectura en un equipo de ultravioleta visible (Fencia, espectrofotometro visible, rango 350-1020 nm)
a 490 nm.

2.1.2. Cinética de azulicares reductores.

Para el analisis cinético de la produccion de bioetanol, se tomaron muestras cada 24 horas durante 9 dias
durante la fase de fermentacion.

Se realiz6 una curva de calibracion basado en el método DNS [11]. Para esto, se prepararon soluciones de
200, 400, 600, 800 y 1000 mg/L utilizando glucosa estandar, en el que se mezclé 0.5 mL de las muestras
obtenidas con 0.5 mL de reactivo DNS, posteriormente se colocé a ebullicion por 7 minutos en un bafio Maria
e inmediatamente se detuvo la reaccion en bafio de agua y hielo durante 7 minutos. En seguida se agregé 5
mL de agua destilada y se agitd, se dejé reposar durante 15 minutos. Por ultimo, se realizaron las lecturas de
absorbancia en el equipo de ultravioleta visible Fencia, espectrofotometro visible, rango 350-1020 nm a una
longitud de 540 nm.

2.1.3. Anadlisis por refractometria.

Se analiz6 4 muestras de la sintesis de bioetanol; 2 de residuos de la parte de post-neutralizacion y 2
correspondientes a la parte de la sintesis, por lo que cada dia de la fermentacion se recolectd 2 mL en viales
para su posterior analisis, asi como también se recolecté 0.5 mL para el analisis del %Brix en un refractémetro
digital (Rhino Honey Digital Refractometro IP65). La comparacion de estos resultados se muestra en la Figura
3. de la parte de resultados.

2.2. Produccioén de acido citrico a partir de residuos de granada.
Se recolectaron muestras de residuos de granada en las areas verdes de la Division de Ciencias Naturales y

Exactas de la Universidad de Guanajuato. Posteriormente estos residuos fueron separados en cascara y
frutilla por un proceso de secado en un deshidratador (SAGAON Tech V2).
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Cabe resaltar, que los andlisis se realizaron para muestras secas de 24 gr en relacion 1:1, 12 gr de cascara
y 12 gr de frutilla. Las muestras son posteriormente pulverizadas y neutralizadas empleando NaOH 1 M, con
el fin de ajustar el pH hasta un valor de 8.0. Se lleva a cabo el cultivo de Aspergillus niger realizando la
siembra del hongo en agar de papa, incubando por 5 dias a 28 °C, posterior a este tiempo se cuantificaron
las conidias formadas del hongo a través del calculo de las Unidades Formadoras de un Liquido (UFC)
utilizando una camara de Neubauer.

Una vez que se cuenta con el microorganismo, se realiza la fermentacion de las muestras a 25 °C por 9 dias,
en una atmosfera de nitrégeno, posteriormente se realizé un proceso de centrifugado para separar la fase
solida y llevar a esta a una posterior metodologia para la purificacion del acido citrico.

2.3. Obtencioén del porcentaje de celulosa y lignina en las muestras de granada.

Se llevo a cabo la cuantificacion de lignina y celulosa utilizando la estrategia reportada por Alvarado Ludefia
[14].

2.3.1. Obtencion de celulosa

Se colocaron 2 gr de muestra molida de cascara y frutilla de la granada recolectada en la Division de Ciencias
Naturales y Exactas de la Universidad de Guanajuato con relaciéon en peso de 44.01 % de cascara y 55.99
% de frutilla. Se agregaron 25 mL de NaOH en un vaso de precipitado de 250 mL, agitando y posteriormente
dejando reposar por 30 minutos en bafio Maria a una temperatura de 43 °C, terminando este tiempo se
afnadieron 30 mL de agua destilada agitando. En seguida, se dejé reposar por 1 hora.

Después de ese tiempo se filtro al vacio y se lavo con 33 mL de agua destilada, se agregd una solucion de
acido acético al 10 %. La muestra fue colocada en un deshidratador comercial (SAGAON Tech V2) en un
lapso de 4 horas a 80 °C.

2.3.2. Obtencion de lignina

Se colocaron 2 gr de muestra molida de cascara y frutilla de granada con relacion en peso de 44.01 % de
cascara y 55.99 % de frutilla. Se afiadieron 15 mL de H>SOs al 40 % a una temperatura de 13 °C agitando
constantemente por 1 minuto. Se vertid la mezcla en un vaso de precipitado de 500 mL y se diluy6 la
concentracion del acido agregando 200 mL de agua destilada. Posteriormente se llevd a calentar hasta
ebullicién dejando la mezcla por 2 horas a 70 °C; después, se dejo enfriar hasta observar una decantacion
del material insoluble.

Se llevo una filtracion al vacio después de que se dejé enfriar a temperatura ambiente, se lavo el precipitado
con 500 mL de agua caliente destilada, hasta que se dejo libre de acido y se secé el papel filtro con el
precitado en un deshidratador comercial (SAGAON Tech V2) por 4 horas a 100 °C.

Estos procedimientos se describen en las Figura 7 y 8 (derecha celulosa, izquierda lignina) para mostrar los
pasos resumidos en la seccién de resultados, para asegurar la precisiéon y reproducibilidad de los datos
obtenidos.

3. Resultados

3.1. Produccion de bioetanol a partir de residuos de zanahoria, brdécoli, pifia y mango.

En la Figura 2 se muestra un diagrama del procedimiento seguido para la produccion de bioetanol con
mezclas de residuos frutales y de verdura en relacion 1:1:1:1. Esta estrategia se basa en lo reportado por
Gonzalez-Guerra et al. para una mezcla de brécoli y zanahoria [4]
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Figura 2. Diagrama de la metodologia para sintesis de bioetanol a partir de RO (pina, mango, zanahoria y brécoli).

3.1.1. Obtencidn de azucares totales y analisis por refractometria.

La determinacion del contenido de azucares totales se basé en el analisis de las muestras tomadas del dia 0
al 9 de la etapa de fermentacion. En la Figura 3 se aprecia la cantidad de azlcares iniciales y los finales, en
donde no se aprecia un cambio significativo, obteniéndose una cantidad de gramos iniciales de 4.180 gr/L y
finales de 4.280 gr/L, lo que es indicativo que probablemente no se estén aislando todos los azlcares, esto
para la conversion a etanol.

Por otro lado, en el analisis de refractometria se hace una comparacion con lo obtenido en la cuantificacion
de azucares totales. Cabe mencionar, que el método espectrofotométrico UV-Vis cuantifica Unicamente los
azucares totales en la muestra, y la refractometria no hace diferencia entre azucares totales, reductores y no
reductores, por lo que la cuantificacién puede ser mayor. Por lo anterior, para el caso de la muestra en el dia
0 y al dia 9; se puede apreciar que al final de la fermentacion los grados Brix se potencializan casi al doble,
lo que puede ser indicativo que los azlcares se estan aislando. La proporcion propuesta es adecuada, ya
que tiene un mayor contenido de aztucares comparado a lo reportado por el grupo de trabajo para una mezcla
de brécoli y zanahoria [4].
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Figura 3. Grdfica de azticares totales iniciales y finales en g/L de la cinética de la sintesis con relaciones 1:1:1:1 de las RO (pifia, mango,
zanahoria, brécoli).

3.1.2. Cinética de azucares reductores

Para la cuantificacion de azlcares reductores, se realizo una curva de calibracion en la cual se obtuvo un R?
de 0.989. En la Figura 4, se muestran los resultados obtenidos para la cinética en la produccién de bioetanol.
Como se puede observar hay una conversiéon de 93.10%, iniciando con 111.7 gr/L hasta obtener 7.680 gr/L
en el dia 9 de la fermentacion. Por lo tanto, tenemos que la metodologia propuesta permite aislar los azticares
reductores para su posterior conversion a etanol.

120 1117

100

80.35
80

60 51.95

gr bioetanol

43.01
20 35.95

24.35
18.61
20
7.680
o —
Dias

Figura 4. Cinética de produccién de bioetanol a partir de RO relacién 1:1:1:1 (pina, mango, zanahoria y brécoli)

3.2. Produccion de acido citrico a partir de residuos de granada.

En la Figura 5, se muestra un diagrama que resume el proceso de obtencién del acido citrico a partir de los
residuos de granada.
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Figura 5. Diagrama para la obtencién del dcido citrico [6].

3.2.3. Cinética de formacion del acido citrico

Para la determinacion de la formacion de acido citrico, se realizé una curva de calibracion obteniendo un R?
igual a 0.9725, posteriormente, a partir de la curva, se analizaron las muestras recolectadas del dia 0 hasta
el dia 9 en la fermentacion. En la Figura 6 se muestra la cantidad de acido citrico formado. Se puede observar
que en el dia 0 hay un valor de 3.423 gr/L y en el dia 9 hay un valor de 0.980 gr/L, esto representa un
decremento en la formacién del acido citrico, lo que puede deberse a que, en el andlisis, las impurezas y el
azedtropo que se forma causan interferencia en la cuantificacion del método. También, puede deberse a que
el microorganismo usado no se adapté al medio, por lo cual la levadura comenzd a morir y, por tanto, hubo
una disminucion en las concentraciones de acido presentes, tal como lo sugiere Velasquez J.A. et. al. [8].
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Figura 6. Resultados en gr/L de las muestras de dcido citrico desde el dia O hasta el dia 9 (de izquierda a derecha).

do citrico
N

=
n

gr aci

[y

0

"

pag. 7



Universidad de Guanajuato

o VOLUMEN 28

o8 XXVII Verano De la Ciencia
ISSN 2395-9797

Los resultados mostrados en la Figura 6 se complementan con lo mostrado en la Tabla 1, en la cual se
presenta la cuantificacién de acido citrico posterior al proceso de centrifugacion y de purificacién, dando
valores de 2.244 gr/L y 6.235 gr/L, respectivamente. Lo anterior es indicativo de que, al purificar las muestras
obtenidas posteriores al proceso de conversion, se tiene un aumento en la cantidad de acido citrico inicial,
de aproximadamente el doble.

Tabla 1. Resultados en gr/L de las muestras de dcido citrico con un proceso de separacion.

MUESTRA gr/L
Centrifugada 2.244
Purificada 6.235

Finalmente, se desarroll6 una metodologia para la obtencién del porcentaje de lignina y celulosa. Esta
metodologia se detallada en las Figura 7 y en la Figura 8 respectivamente. Acorde con la metodologia
seguida, se obtuvo que la mezcla de granada (céscara y frutilla, en relacion 1:1) contiene un 9.44% de
celulosa; adicionalmente, se obtuvo un porcentaje del 8.48% en contenido de lignina. Dichos porcentajes son
menores comparados a lo reportado en la bibliografia: 17% y 27% respectivamente [3]; sin embargo, se puede
atribuir al hecho que los célculos presentados en el trabajo previo se basan unicamente en la cascara de la
granada.

Porcentaje

. de celulosa
Porcentaje

lignina

2 gr de muestra + 25 mL

2 gr de muestra +15mL NaOH

H2804 l’

$ Reposar 30 min
Reposarih, 19C

y

Diluir a 3% con 200 mL H20

y

Ebullicion 2 h,70C

y

Enfriary filtrar

y

Lavar y secar 4 h,100C

€~

30 mLH20y reposar1h

&

Filtrar al vacio y lavar

&=

Secar4h, 80C

€~

Pesar residuo seco

Pesary Calcular %
calcular %

Figura 7. Metodologia para obtener porcentaje de lignina. Figura 8. Metodologia para obtener porcentaje celulosa
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Conclusiones

Se realizaron exitosamente procesos de conversion de residuos agroalimentarios para la produccion de
etanol y de &cido citrico. Se obtuvo un analisis cinético en la etapa de fermentacién para la obtencion del
etanol, en donde se resalta una conversion mayor al 90%. Para el acido citrico se han obtenido altas
cantidades del producto después de la etapa de purificacién, obteniendo valores mayores a los 6 gr/L. El
desarrollo de estas metodologias es de gran relevancia, promoviendo el aprovechamiento de mezclas de
residuos como materia prima. Asimismo, se ha identificado el efecto de la variabilidad en la composicién de
la materia prima, asi como la viabilidad de la ruta de conversién con distintos tipos de residuos. Asimismo, se
ha establecido una ruta de procesamiento para la co-produccion de un biocombustible y un bioproducto,
aprovechando las caracteristicas de la biomasa disponible en la regién.
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