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Resumen

Actualmente existe una fuerte crisis de residuos solidos urbanos en el estado de Guanajuato, en donde los
residuos de frutas y vegetales representan un gran porcentaje, recolectados en una proporcién importante de
los mercados y centrales de abastos. La mala disposicion de estos residuos en Guanajuato se asocia con
practicas como la quema o el abandono en el campo, lo que genera problemas ambientales como plagas,
contaminacion del suelo y emisiones de CO,. Por otro lado, el acido citrico es uno de los acidos organicos
mas utilizados por sus propiedades conservantes, antioxidantes y quelante, teniendo un alto potencial de
aplicacién en diversas industrias como la alimentaria, farmacéutica, cosmética, entre otras. Sin embargo, las
tecnologias de obtencion de este tipo de acidos son costosas y generan desechos contaminantes como
acidos corrosivos. En el presente trabajo se presenta el desarrollo de una ruta de conversion utilizando
residuos de granada y pifia para la obtencién de &cido citrico. El esquema de proceso incluye una hidrélisis
acida y una ruta fermentativa haciendo uso de Aspergilius niger, ademas de una ruta de purificacion para la
obtencion de cristales del acido citrico. Finalmente, se realiz6é una caracterizacién a los productos obtenidos,
para la cuantificacion de la cinética de azucares reductores y acido citrico, con refractometria y titulacion
acido base. Se obtuvieron resultados de hasta 2g de acido citrico cristalizado, lo que visibiliza a la ruta de
conversién propuesta como una sintesis viable y con potencial a continuar desarrollando.
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Introduccion

Un tipo de biomasa que se produce en grandes volumenes en el pais esta dado por los residuos orgénicos,
en particular los residuos de frutas y vegetales que ya no son aptos para el consumo humano [1]. Estos
residuos son una materia prima de bajo costo y con alta disponibilidad de azucares, lo cual los hace
candidatos para procesos fermentativos. 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 mas de 10,090 toneladas por afio [2];
respecto a la pifia (Ananas Comosus L), México produce mas de 700 toneladas por afio, ubicandose como
el noveno pais con la mayor produccion [3]. Sin embargo, el 32.78% de la produccion de esta materia prima
se desperdicia y resulta en desechos sin tener normas para su disposicion final o aprovechamiento [4].

Por otro lado, en el estado de Guanajuato la abundancia de residuos como cascaras y semillas de frutas,
incluyendo la granada y la pifia, abre una oportunidad para su aprovechamiento biotecnoldgico,
transformandolos en derivados de alto valor mediante procesos fermentativos [5].
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En este sentido, los acidos organicos presentes de manera natural en diversos procesos bioldgicos y
ambientales han cobrado relevancia debido a su impacto en la contaminacién ambiental. Estos compuestos
pueden contribuir a fenémenos como la acidificacion de suelos y cuerpos de agua, afectando la biodiversidad
y los ciclos biogeoquimicos con gran eficiencia ecoldgica [6]. La descomposiciéon y acumulacion de acidos
organicos en ambientes subterraneos promueve reacciones quimicas que generan especies reactivas del
oxigeno, involucradas en la degradacion de contaminantes emergentes [7,8]. Ademas, su interaccién con
minerales contribuye a la transformacion y atenuacion natural de sustancias toxicas, aunque también puede
derivar en la movilizacién de metales pesados y alteracién de cobertura organica, lo que representa un desafio
ambiental significativo. Sin embargo, su produccion y manejo controlados permiten obtener componentes de
gran valor para distintas industrias.

El acido citrico es un &cido organico de gran importancia industrial debido a su uso como acidulante,
conservante, agente quelante y regulador de pH en las industrias alimentaria, farmacéutica y cosmética.
Aunque este compuesto fue originalmente aislado de los jugos de frutas citricas, la produccion industrial del
acido citrico dio un gran giro fundamental en 1917, cuando Currie descubrié la capacidad de hongo
Aspergillus niger para producirlo a partir de sustratos como la sacarosa. Desde entonces, la fermentacion
microbiana con Aspergillus niger se ha consolidado como el método preferente de obtencidn a la acidificacion
y la versatilidad del hongo para utilizar diversas materias primas, incluyendo residuos agroindustriales como
las cascaras de granada, mango o naranja [6]. Por lo tanto, la actual tendencia se orienta hacia la busqueda
de procesos mas sostenibles y econdmicamente atractivos, aprovechando subproductos agricolas como
fuentes alternativas de carbono [9].

Respecto a lo reportado previamente por el grupo de trabajo, se ha desarrollado un proceso de conversion
para la produccién de acido citrico utilizando residuos de frutas y vegetales [5]. Sin embargo, no se ha
realizado un analisis profundo de las proporciones de los precursores, en este caso granada y pifia, asi como
una evaluacion de las etapas de hidrdlisis y purificacion.

En este presente trabajo, se realiz6 la produccién de &cido citrico a partir de residuos de granada y pifia a
través de una ruta de hidrdlisis acida y una fermentacioén con Aspergilius niger; asimismo, se desarrollé una
etapa de purificacion a partir de Ca(OH), y H2SO4, para la purificacién de impurezas en las soluciones y su
cristalizacion. La ruta de sintesis del acido tuvo como base lo reportado anteriormente por el grupo de trabajo
[10]. Los productos obtenidos fueron caracterizados para la evaluacion de la viabilidad de la ruta, asi como
la determinacion de la cantidad de acido citrico obtenido al final del proceso de conversion.

Materiales y métodos

Sintesis del acido citrico a partir de residuos de granada y pifia

Recoleccion de materia prima

Se recolectaron muestras de residuos de granada y pifia con locatarios del Mercado Hidalgo en el Municipio
de Guanajuato.

Secado y Pesado

Después de la recoleccion, estos residuos pasaron por un proceso de secado en un deshidratador SAGAON
Tech V2. Una vez finalizado el secado, las muestras son pulverizadas y neutralizadas empleando NaOH 1
M, con la finalidad de ajustar el pH hasta un valor de 8.0. Posteriormente, Se pesaron las proporciones de la
mezcla granada:pifia 2:1, 1:2, 1:5, 5:1, 10:1 Y 1:10, 24 gramos en total en frascos Erlenmeyer de 250 mL.

Hidrdlisis y Neutralizacion

Se realiz6 la etapa de hidrdlisis al agregar a cada una de las proporciones 100 mL de H,SO4 al 0.5%,
posteriormente se calentaron las soluciones resultantes por una hora a 60 °C. Una vez finalizada la etapa de
hidrdlisis, se filtrd la fraccion solida, llevando a cabo la neutralizaciéon con la cascara filtrada, ajustando un
pH=5 con NaOH 0.1M.
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Fermentacion

Para la etapa fermentativa, se llevd a cabo el cultivo de Aspergillus niger, realizando la siembra vy
cuantificacion del hongo a partir de lo reportado anteriormente por el grupo de trabajo [11].Una vez que se
cuantificado el microorganismo, se realizé la fermentacién de las muestras a 25°C por 6 dias, la solucién
resultante se puso en contacto con una atmésfera de nitrégeno, finalizando con una etapa de separacion,
utilizando una centrifuga electronica de la marca Zenithlab a 2500 revoluciones por 20 minutos para separar
la fase sdlida.

En la Figura 1 se muestra un diagrama correspondiente al proceso para la obtencion de acido citrico a partir
de los residuos de granda y pifa.

Residuos de granada y pifia ‘ Separacion de cascara y

(Punica granatum y Ananas comosus) ‘ frutilla de granada y pifia

60°C durante 48 horas

Secado

» Neutralizacién y ajuste
Fermentacion

de Ph=8 con NaOH

Agua + conidias de A.niger

Atmosfera de nitrogeno

centrifugacion - ‘ Fraccion liquida

2,500 revoluciénes por 20 min

Figura 1. Diagrama de la metodologia para la sintesis de dcido citrico a partir de residuos de granada y pifia.
Fuente: Elaboracion propia.

Evaluacion de la etapa de purificacion

Para la etapa de purificacion; una vez obtenido el centrifugado posterior a la etapa fermentativa (aguas
madres), se realizé un ajuste de pH = 6.5 - 7.5 con Ca(OH), al 5% con la finalidad de precipitar citrato calcico
de la solucién madre, utilizando una constante agitacion por 30 minutos. Posterior a esto, se centrifugd a
2500 rpm durante 20 minutos, con la finalidad de recuperar el precipitado. Una vez obtenido el citrato calcico,
se ajusto el pH = 2 con H,SO4 al 10% para obtener en solucion el acido citrico y precipitar sulfato de calcio.
Finalmente, la solucion sin el precipitado se llevé a un bafio de hielo por 24 horas a una temperatura de - 4°C.
En la Figura 2 se muestra el diagrama correspondiente al proceso de purificacion de la produccion de acido
citrico a partir de los residuos de granda y pifia.
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Centrifugacion por 20

Aguas madres de ‘ AjusteadepH=6.5-7.5
min a 2,500 revoluciones

la fermentacién ‘ con Ca(OH), al 5%

Agitacién constante por 30 min

. i ‘ Adicién de H,SO; al 10% ‘ Recuperacién de sélido
Centrifugacion por 20 a la disolucién hasta
min a 2,500 ‘

obtener un pH = 2 agua Tipo 1

‘ y disolver con 100 mL de

Recuperacion del liquido Agitacion constante por 30 min

después de la centrifuga

Evaporacion de liquido, Bafio de hielo a -4 °C por Acido citrico

hasta tener apro.x,. 30 mLde 24 horas.
la solucion

Figura 2. Diagrama para la obtencidn del dcido citrico.
Fuente: Elaboracion propia.

Para corroborar que los cristales obtenidos son de acido citrico, se realiz6 una prueba colorimétrica, dicha
prueba consiste en la adicion de acetona al 20%,5 mL de agua desionizada y 1 mL de H>SO4 concentrado a
10mg de los cristales obtenidos. La mezcla de estos reactivos da lugar a un complejo colorimétrico amarillo-
naranja con el 4cido citrico [11].

Caracterizacion de la cinética de fermentaciéon por medio de la refractometria

Se analizé la cinética durante 6 dias correspondientes a la etapa fermentativa, por lo que cada dia de la
fermentacion se recolectd 2mL en viales para su posterior analisis, asi como también se recolect6 0.5mL para
el andlisis del %Brix en un refractometro digital (Rhino Honey Digital Refractémetro IP65). La comparacién
de estos resultados se muestra en la Figura 5 y 6 de la seccién de resultados.

Caracterizacion de la cinética de fermentacién por medio de azticares reductores

Para la cuantificacion de los azlcares reductores se emple6 el método con el reactivo DNS (acido 3,5-
dinitrosacilico) [12], y se procedié a llevarlos a espectroscopia UV-Vis para su lectura utilizando una
absorbancia de 450 nm.

Curvas de titulacion para la obtencién del pKa

La determinacion del pKa del acido citrico se realizé mediante titulacién acido-base utilizando una solucion
estandar de NaOH 0.001M como titulante. Como indicador se empled fenolftaleina para identificar el punto
de equivalencia de la solucion, corroborado con mediciones potenciométricas de pH en cada adicion del
titulante.

Cuantificacion del acido citrico por medio de espectroscopia UV-Vis

La medicion del acido citrico se realiz6 siguiendo el método de espectroscopia UV-Vis, midiendo las
absorbancias a una longitud de onda de 420 nm; las muestras tomadas de la cinética en la etapa fermentativa
fueron llevadas a tubos de ensayo en relacién 50:50 (500 uL de la solucién madre acido citrico y 500 uL de
agua desionizada) a esto se adiciona 0.65 mL de piridina y 2.85 mL de anhidrido acético, se produce una
reaccion colorimétrica y se deja en reposo por 20 minutos hasta que se enfrié y se procede con la lectura
para realizar las lecturas correspondientes.

WWWw. jovenesenlaciencia.ugto.mx
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Resultados

Evaluacion de la etapa de purificacion

Posterior a la etapa de purificacién, se pesaron los cristales obtenidos dando una cantidad de se obtuvieron
2 gr de acido citrico.

La prueba colorimétrica acetona-H,SO4 se realizé de la muestra 5:1, de forma que, al observarse una
coloracion amarillo-naranja puede corroborarse la presencia de acido citrico. En la Figura 3. (A) se puede
observar la reaccion producida de un blanco con &cido citrico grado reactivo, percibiéndose una coloracion
amarilla. Adicionalmente se observa la reaccion de la muestra 5:1 (Figura 3 (B)), visualizando una coloracién
amarillo-naranja, lo que nos indica la presencia de acido citrico en los cristales obtenidos después de la
purificacién. La intensidad del color refleja un alto contenido del acido.

Figura 3. A) Reaccion del blanco con acetona 20% y H2504. B) Reaccidn de los cristales obtenidos de la muestra 5:1 con acetona 20% y H250a.

Caracterizacion de la cinética de fermentacion por medio de la refractometria

En las Figuras 4 y 5 se puede visualizar el comportamiento de la cinética de la etapa de fermentacion de las
sintesis con proporcion 10:1, 5:1, 2:1, 1:10, 1:5, y 1:2 de granada: pifia durante 6 dias. Se muestra en la
Figura 4 que las proporciones 10:1, 2:1 y 5:1 presentan un comportamiento inusual, ya que dos de ellas (2:1
y 10:1) tienen un comportamiento con un porcentaje ligeramente mas alto en comparacién con el reportado
en el dia 0, mientras que la sintesis 5:1 comienza y termina con el mismo porcentaje de azucares reductores.

Por otro lado, se presentan en la Figura 5 las sintesis correspondientes a las proporciones 1:10, 1:5y 1:2,
donde se muestra un comportamiento mas favorable, ya que las 3 muestran una reduccion del porcentaje de
azucares reductores en el sexto dia en comparacién con el dia cero. EI comportamiento descrito
anteriormente, puede deberse al efecto que Aspergillius niger presenta sobre las proporciones de las sintesis
durante la fermentacion, ya que la granada es una fruta rica en acidos, fenoles y taninos, y la pifia es rica en
azucares como la sacarosa. Con esto se puede deducir que, debido al alto contenido de azlcares en la pifia,
Aspergillius niger tuvo mayor eficacia al consumir esos azlcares con mayor velocidad en las sintesis que
contenian mayor proporciéon de pifia, disminuyendo de forma significativa los °Brix, mientras que con las
sintesis que contenian mayor proporcién de granada, ocurrié todo lo contrario ya que el conjunto de sus
componentes ya mencionados pudieron limitar la eficiencia metabolica de Aspergillius niger, de forma que se
conservaran mayor cantidad de azucares sin fermentar, reflejandose en el aumento de los °Brix en la Figura
4.
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Figura 4. Comportamiento de la cinética de fermentacién por medio de la refractometria de las sintesis 10:1, 5:1, 2:1 (granada:piria).
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Figura 5. Comportamiento de la cinética de fermentacion por medio de la refractometria de las sintesis 1:10, 1:5, 1:2 (granada:pifia).

Caracterizacion de la cinética de fermentacion por medio de azicares reductores

Durante la caracterizacion de la cinética de la etapa fermentativa mediante la cuantificacién de azucares
reductores por espectroscopia UV-Vis, se evaluaron seis proporciones a lo largo de siete dias (Figura6y 7).
De estas, las proporciones 1:5 y 5:1 mostraron un comportamiento favorable, evidenciando una disminucion
progresiva en las concentraciones de azucares reductores conforme avanzaba el tiempo, lo que refleja
claramente el consumo de sustrato durante el proceso fermentativo.

En la Figura 6 se puede observar que la proporcién 5:1 comienza en el dia cero en 160 mg/L
aproximadamente, y en el dia 7 de la fermentacién termina en 110 mg/L. Por otro lado, en la Figura 7 la
proporcion 1:5 comienza en el dia cero con 135 mg/L y finaliza con 45 mg/L. Lo anterior, muestra a las
proporciones 1:5 y 5:1 como rutas de aprovechamiento con alto potencial hacia el acido citrico.
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Figura 6. Comportamiento de la cinética de fermentacién por medio de azticares reductores de las sintesis 10:1, 2:1, 5:1 (granada:pifia).
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Figura 7. Comportamiento de la cinética de fermentacién por medio de azticares reductores de las sintesis 1:10, 1:2, 1:5 (granada:pifia).

Curvas de titulacion para la obtencion del pH de equivalencia

Con base en lo reportado en trabajos previos para la titulacion de acido citrico [11], se obtuvieron resultados
comparables en la determinacién del valor de pH de equivalencia para la muestra 1:5, la cual muestra un
comportamiento interesante en la reduccién favorable de azucares. En la Tabla 1 se presentan los datos
derivados de la titulacion acido-base de dicha proporcién, utilizando NaOH 0.001 M como titulante y
manteniendo un control preciso del volumen adicionado. El punto de equivalencia para las tres alicuotas esta
en el rango esperado para el pH de equivalencia del acido citrico. Ademas, los volimenes de NaOH afiadidos
oscilan entre 12,8 y 13,6 ml, indicando una consistencia adecuada en la neutralizacién de las especies acido-
base presentes en la solucién. En la Figura 8 se muestra la curva de titulacién para las 3 alicuotas, donde se
observa el comportamiento caracteristico de un acido tricarboxilico como el acido citrico.
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Muestra 1:5
Volumen en mL de NaOH
Alicuota pH de equivalencia 0.001 M adicionado
1 8.485 13.6
2 8.555 13.2
3 8.537 12.8
Curva de titulacién del acido citrico
15
10
3 Alicuota 1
5
e Alicuota 3
0 Alicuota 2
O 00 W< &N O O < N O 0 W <
— 0 on N oOoN<S VW T dm
™ = - N N
Volumen de NaOH 0.001 M

Figura 8. curva de titulacién de dcido citrico de la proporcion 1:5.

Cuantificacion del acido citrico por medio de espectroscopia UV-Vis

La cuantificacion del acido citrico por el método espectroscopio UV-Vis se presentan en la Tabla 2, las
muestras analizadas fueron posteriores al proceso de centrifugaciéon (proporciones 1:10 y 10:1) y de
purificacién (5:1), dando valores de 2.02 gr/L, 1.45 gr/L y 1.12 gr/L, respectivamente. Lo anterior es indicativo
de que, al purificar las muestras obtenidas posteriores al proceso de conversion, se tiene una disminucion en
la cantidad de &cido citrico inicial, de aproximadamente el doble. Pero, esto es probablemente porque se
trabajo con las proporciones 10:1 y 1:10. En comparacion con los resultados reportados con el grupo de
trabajo anterior, se obtuvieron cantidades similares de 2 gr/L de acido citrico, hasta el proceso de purificacion.

Tabla 2. Cuantificacién del dcido citrico por medio de espectroscopia UV-Vis de distintas sintesis.

Muestra

(gr/L)

1:10
10:01
5:01

2.027215632
1.454989532
1.120027913
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Conclusiones

Se lograron con éxito procesos para transformar residuos agroalimentarios en acido citrico como la
fermentacion con Aspergillus niger y purificacién por precipitacion con Ca(OH), y H2SOs. Los resultados
muestran que las distintas proporciones de granada y pifia afectaran la cinética fermentativa y el consumo de
azucares, siendo las mezclas con mayor proporcion de pifia (como 1:5) favorecidas debido a su mayor
contenido de azucares simples, mientras que las mezclas con mas granada presentaron menor consumo de
azlcares, probablemente por su contenido en acidos, fenoles y taninos que limitan la actividad metabdlica
del hongo.

Posteriormente, la cantidad maxima de acido citrico obtenida fue superior a 2 gr/L antes de la purificacion,
cifra comparable con estudios previos realizados por el grupo de trabajo, y tras la purificacion se obtuvo un
contenido elevado aunque reducido por la pérdida de producto interno al proceso, alcanzando valores
cercanos a 1.12 gr/L en la proporcion 5:1. La caracterizacion por métodos colorimétricos y espectroscopicos
confirmo la identidad y pureza del acido citrico cristalizado, y los datos de titulacién correspondieron con los
valores esperados para esta molécula.

El desarrollo del presente estudio demuestra la viabilidad de valorizar residuos de la agroindustria como
materia prima para la obtencién de acidos organicos, resaltando no solo el aprovechamiento de estos
residuos, sino también la contribucién a la sostenibilidad mediante la reduccion de desechos y la generacion
de productos de interés industrial. Asimismo, la evidencia obtenida permite visualizar la aplicacion practica
de esta ruta de conversién en otros residuos disponibles a nivel regional, constituyendo una alternativa
tecnolégica para la economia circular y la produccién mas limpia.
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