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Resumen

Actualmente el exceso uso de combustibles fosiles ha generado la necesidad de buscar nuevas alternativas
de energias mas limpias; asimismo, existe un problema importante respecto a la disposicion de residuos
agroalimentarios. Los residuos organicos que se generan en México y en particular en el estado de
Guanajuato son en gran medida un producto favorable para la produccién de biocombustibles, especialmente
el bioetanol que representa caracteristicas fisicoquimicas interesantes dentro de los distintos sectores. En el
presente trabajo se presenta un desarrollo y una propuesta para buscar disminuir la problematica de los
residuos agroalimentarios y el problema energético, dado que el etanol puede obtenerse a partir de residuos
de brécoli, zanahoria y pifia. Se presenta una metodologia de conversién de la materia prima para la obtencién
de etanol a partir de la mezcla de los residuos mencionados; adicionalmente, se presenta un andlisis de los
resultados obtenidos a partir de la caracterizacién de azucares contenidos en la mezcla. El tratamiento toma
como base el disefio de experimentos desarrollado por el grupo de investigacion, se evalud el enfoque de la
sintesis con diferentes proporciones de zanahoria, brocoli y pifia, dando resultados que contribuyen al
desarrollo de un proceso de conversién para la generacion de energias mas limpias. De igual manera, se
propone una nueva metodologia para la obtencién de acidos organicos como co-productos en la obtencion
de bioetanol a partir de una via fermentativa.

Palabras clave: bioetanol, azucar, residuos de frutas y vegetales, mezclas de residuos.

Introduccion

En la actualidad, uno de los principales retos de la sociedad es la reutilizacién y el aprovechamiento de los
recursos, debido al consumo desmedido del ser humano, el cual ha provocado la saturacién de los sistemas
de contencién de residuos, provocando un deterioro ambiental en los ecosistemas. El reciclaje de materias
primas renovables es un principio viable, siempre que los procesos sean técnica y econdmicamente
aplicables.

Como se observa en la Figura 1, en México se generan alrededor de 102,895.00 toneladas de residuos, de
los cuales el 83.93% son recolectados y 78.54% son llevados a disposicion, reciclando unicamente el 9.63%
de los residuos generados. No obstante, la distribucion de los residuos sélidos urbanos (RSU) no es
homogénea; suele estar asociada a las diferencias en la concentracion de la poblacién con respecto al
territorio nacional. De acuerdo con Sedesol, la zona centro del pais registré el 51% de la generacién de RSU,
seguido del norte del pais con 16.4%, y el antiguo Distrito Federal con 11.8% [1].
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Figura 1. Mapa de generacion de RSU por region (2012).

Ante esta problematica, se observa la importancia de promover un manejo adecuado de los recursos para
cubrir las necesidades de la poblacion, lo cual ha fomentado el desarrollo de la economia circular (Figura 2).
Esta fundamenta un sistema de gestion de recursos que prioriza la minimizaciéon de elementos utilizados.
Esto implica reducir la produccion a nivel esencial y cuando sea necesario hacer uso del producto, reutilizar
aquellos componentes que no pueden regresar al medio ambiente debido a sus caracteristicas particulares

121.

Figura 2. Esquema representativo de la economia circular.

Los residuos organicos, entre los cuales destacan desechos de frutas y verduras, son generados
comunmente en zonas de agricultura, mercados rurales y supermercados, suelen ser desaprovechados
debido a las condiciones en las que se encuentran, donde generalmente no son aptas para el consumo
humano, sin embargo, debido a sus caracteristicas y propiedades, representan un area de oportunidad como
materia prima para la fabricacion de biocombustible [2]. La produccién de combustibles con un menor impacto
ambiental es una linea de investigacion cada vez mas relevante. La creciente preocupacion por la
sostenibilidad ambiental y la necesidad de encontrar alternativas a los combustibles fosiles convencionales
han motivado a la comunidad cientifica a explorar soluciones mas ecoldgicas y sostenibles.

El proceso para la generacion de bioetanol tiene lugar a partir de la fermentacion alcohdlica por medio del
microorganismo Saccharomyces cerevisiae (Figura 3), dicho microorganismo tiende a oxidar azucares
reductores (especificamente a la glucosa), a través de la glicdlisis, en donde uno de los productos principales,
piruvato, sufre una catdlisis enzimatica a partir de las enzimas piruvato descarboxilasa y alcohol
deshidrogenasa, provocando la formacién de etanol y CO» como un residuo de la respiracion celular [3].
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Figura 3. Ruta metabdlica de la fermentacion alcohdlica producida por S.cerevisiae.

Desafortunadamente, en los ultimos afios los esfuerzos se han centrado en la obtencion del etanol a partir
de un unico residuo de vegetal o de fruta, lo que limita las aplicaciones posibles al momento de disponer de
todos los residuos para la propuesta de un proceso de conversion; por lo anterior, el presente trabajo plantea
la relacién de utilizar proporciones de distintos desechos organicos con el fin de poder incrementar la
produccién de azucares reductores y por ende, incrementar el porcentaje de rendimiento de la sintesis. La
pifia (Ananas comosus) posee en su mayoria sacarosa, fructosa y glucosa (Krueger et al. 1992), debido a
estas caracteristicas, supone una fuente de alimento sumamente atractiva para Saccharomyces cerevisiae

[8].

El presente trabajo, reitera la relevancia que implica la transicién de una economia circular, supone un
esfuerzo consciente, comprometido y participativo de toda la sociedad. Particularmente, en el estado de
Guanajuato se generan 4,442.96 toneladas mensuales de residuos organicos segun reportado en registros y
refrendos del Inventario de Residuos de Manejo Especial del estado de Guanajuato (2015). En la Figura 3 se
muestra que en el municipio de Guanajuato genera el 1% en comparacién con otros municipios como Dolores
Hidalgo, Ocampo, San Miguel de Allende que generan el 0.75% y San Felipe con el 0.50% del 100% [7].

Dolores Guanajuato Ocampo San Felipe san Miguel de
Hidalgo Allende

Figura 4. Diagrama de residuos generados por region en el estado de Guanajuato.

Metodologia

Tomando en cuenta la metodologia del grupo de trabajo que anteriormente se habia propuesto para la
disposicién de residuos y la produccion de biocombustibles [4], se ha dado continuidad al desarrollo de la
metodologia para el proceso de conversion de una mezcla de residuos agroalimentarios.

Para la evaluacion de la sintesis, se seleccionaron cinco muestras que contenian diferentes proporciones de
zanahoria, brécoli y pifia. Cada una se evalué previamente por separado en muestras de 24 g para determinar
su capacidad de produccion de azucares. El objetivo principal fue determinar las proporciones mas
adecuadas de la mezcla de residuos.
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Para llevar a cabo la mezcla de los residuos agroalimentarios, se recolecté la materia prima de cada vegetal
y fruta de manera individual como residuos del mercado Hidalgo de la ciudad de Guanajuato. Posteriormente,
las muestras fueron trasladadas con el proceso que a continuacién se describe.

Pretratamiento de la materia organica

Se realiz6 un pretratamiento para las muestras de zanahoria, brocoli y pifia. Cada una fue cortada en
pequeios pedazos no mayores a 0.5 cm de grosor en el caso de la pifia, no mayores a 3 cm para el brécoli
y 1.0 cm aproximadamente para la pifa, para después someterlas a un proceso de deshidratacién durante
un periodo de 48 horas con la finalidad de eliminar la mayor cantidad de agua posible.

Una vez finalizado el proceso de secado, se realizaron calculos para determinar el porcentaje de humedad
presente en cada muestra. Se eligieron 4 proporciones distintas de pifia, brécoli y zanahoria, sumando 24
gramos en total para cada muestra, somo se observa en las Tablas 1, 2y 3.

El pretratamiento y secado adecuados son etapas cruciales en la obtencién de azicares fermentables, y su
optimizacion puede mejorar significativamente el rendimiento del proceso de produccién de bioetanol.

Hidrdlisis

En esta etapa se sometieron las 5 muestras de 24 gramos en total a una hidrdlisis acida con H,SO4 1M 4:1
p/v entre el acido y la muestra, posteriormente fueron calentadas a bafio Maria a 60 °C por 60 minutos, esta
técnica se utiliza con la finalidad de descomponer la estructura compleja de la celulosa presentes en la
biomasa en azucares simples, como la glucosa, que son fermentables y pueden ser convertidos en bioetanol
mediante procesos de fermentacion.

Neutralizacion

Previo a la hidrolisis cada una de las muestras se sometié de 5 a 7 lavados con agua desionizada y una
solucién de NaOH 3M con el fin de ajustar el pH entre 4-6, con la finalidad de eliminar la mayor cantidad de
acido presente en los residuos.

Detoxificacion

Posteriormente se ajustd nuevamente el pH entre 10 y 11 con NaOH 3M, y se mantienen en reposo y
refrigeracion durante 24 horas, esto con la finalidad de eliminar compuestos inhibidores que se generan
durante la hidrdlisis acida y que pueden ser perjudiciales para los microorganismos fermentadores en la etapa
de fermentacion alcohdlica, como son acidos organicos, furfural, hidroximetilfurfural (HMF) y compuestos
fendlicos, [4] ademas, aumenta la tolerancia de los microorganismos y reduce el tiempo de fermentacion.
Pasadas las 24 horas se utilizé H,SO4 1M para ajustar el pH entre 4-5.

Fermentacion

Para esta etapa se utiliz6 Saccharomyces cerevisiae, por cada 50 gramos de biomasa se utilizé 0.75 g de
levadura, se afiadié atmosfera de nitrégeno y 200mg de NH,H,PO, en disolucion [4], estos dos como
nutrientes para la levadura y optimizar el proceso de fermentacion. Las muestras fueron llevadas a bafio
maria durante 72 horas, manteniendo estables una temperatura de 30° y un pH de 5.

Destilacion

Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 2500 rpm durante 30 minutos, se trabajé con la fase liquida,
con la que se hizo la prueba de azlcares totales y azucares reductores, ademas fue destilada en un
evaporador rotativo a 65 rpmy 75 °C, mientras que se guardo la fase sélida para una caracterizacion posterior.

pag 4



o VOLUMEN 16

. XXVII Verano De la Ciencia
de . ISSN 2395-9797
SN WWwWw. jovenesenlaciencia.ugto.mx

Cuantificacion de azucares totales

Para este procedimiento se utilizé un refractdmetro manual a 25°C, que nos permite cuantificar el porcentaje
de sdlidos solubles en una muestra, reportado en grados Brix.

Cuantificacion de azicares reductores

A cada una de las muestras se le realiz6 la prueba del reactivo de Benedict, como se describe a continuacion:
En un tubo de ensayo, se preparé una solucidon que contiene 1 ml de agua tipo | y la otra con 1 ml de una
solucion saturada de glucosa, a cada uno de los tubos se le adicionaron 2 ml de reactivo de Benedict. Estos
tubos sirvieron como pruebas de control para el experimento. En diferentes tubos adicionales, se afiadié 1 ml
de cada fraccion liquida correspondiente a cada una de las proporciones destiladas junto con 2 ml del reactivo
de Benedict. Una vez preparados las soluciones descritas, se sometieron a un bafio maria en agua en
ebullicién durante un periodo de 5 minutos. Gracias a esto, el ion cuprico (otorgado por el sulfato cuprico
presente en el reactivo) es capaz de reducirse por efecto del grupo aldehido del aztcar (-CHO) a su forma
de Cu*. Este nuevo ion se puede observar como un precipitado rojo ladrillo correspondiente al 6xido cuproso
(Cu20), determinando la presencia de los azucares reductores. En caso de ser un resultado negativo
permanece con un color azul cian [9].

— = -
odo

o J Y

Solucion Solucion Solucion Solucidn Solucion Solucion
azul verde verde amarilla Naranja Rojo ladrillo
Negativo Trazas - ++ +++ ++++
<500 mg/dl 500-1000 1000-1500 1500-2000 >2000 mg/dl
mg/dl mg/dl mg/dl

Figura é. Esquema de interpretacion de la prueba de Benedict.
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Mezcla de zanahoria, brécoli y
pifia deshidratada
‘ H,50, 1M _[ Hidrdlisis Bafio maria por 60
min. A 60°C
‘ NaOH 3M —[ Neutralizacién ]
‘ Exceso de NaOH —[ Detoxificacion H Reposar por 24 h ]
3M
‘ H,S80, 1M
Levadura + L,
Fermentacion
‘ NH,H,PO, J
[ Centrifugacion ]—[ Fraccion solida
[ Destilacion ]_[ Fraccion liquida
BIOETANOL
Figura 5. Diagrama de flujo del proceso de obtencidn de bioetanol a partir de residuos frutales y vegetales.
Resultados

Durante el pretratamiento de la muestra fermentativa se realizd un andlisis estadistico, el cual se presenta en
las Tablas 1 2 y 3, en las cuales se puede apreciar un porcentaje de humedad por encima del 85%, el cual
favorece la produccion de azucares reductores durante el proceso de hidrdlisis. Los valores reportados
indican que la pifia tiene un porcentaje mas alto de remocién de humedad en cuanto a la zanahoria y el
brécoli, asi como una varianza significativa, lo que nos puede indicar que los procedimientos y el tratamiento
estadistico puede ser reproducible.

Al finalizar el procedimiento de fermentacion, la fase liquida, que es la de nuestro interés, fue separada de la
fase solida, para comenzar con la caracterizacion, la cual comenzé con la determinacion de azucares totales
con el uso del refractémetro manual. La grafica 1 indica el porcentaje que se pudo apreciar en el refractdometro,
en grados Brix, determinando que la relacién 1:10:1 en donde el brocoli predomina la mayor parte de la
muestra total es la relacion 6ptima de la que se puede producir azlicares totales para la produccién de etanol.
Asimismo, la tabla 4 muestra los resultados obtenidos de la determinacion de azucares reductores mediante
la reaccién de Benedict, la cual, en base a la figura 6, se pudo determinar la presencia de azicares reductores
que favorecieron la formacion de alcoholes durante el proceso fermentativo.

En las Tablas 1, 2 y 3 se muestran los resultados obtenidos respecto al porcentaje de humedad de las
muestras de zanahoria, brocoli y pifia en donde se obtiene una varianza significativa para el analisis.

Tabla 1. Tabla ANOVA de los residuos de zanahoria.
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Muestra Peso de Peso de % de Varianza (S?)
muestra muestra humedad
humedad seca (g)
(9)
Z4 139 20 85.61 3552.694033
Z> 139 20 85.61 3552.694033
Zs3 138 20 85.50 3495.083333

Tabla 2. Tabla ANOVA de los residuos de pifia.

Muestra Peso de Peso de % de Varianza (S?)
muestra muestra humedad
humeda seca (g)
d(g)
P4 326 36 88.95 124.03x10°°
P2 326 40 87.73 124.03x10°°
P3 326 38 88.34 23660.0652

Tabla 3. Tabla ANOVA de los residuos de brocoli.

Muestra Peso de Peso de % de Varianza (S?)
muestra muestra humedad
humedad seca (g)
(9
B 208 28 86.53 8.33x10*
B2 206 28 86.40 2.13x10°
B3 208 28 86.53 8.33x10*

Estos calculos brindaron datos esenciales que permitieron comparar la eficiencia del proceso de
deshidratacion en las tres muestras: zanahoria, brécoli y pifia. Segun los resultados obtenidos, se pudo
observar que la pifia necesita un mayor tiempo de deshidratacion en comparacion con las otras dos muestras.

Tabla 4. Tabla de resultados con las diferentes proporciones que se trabajaron con sus respectivos pesos.

Proporcion Zanahoria brécoli Pihag % Azicares

g g B  reductores
0:0:1 0 0 24 5 1.1-1.5%
1:4:1 4 16 4 6 1.6-2.5%
1:10:1 2 22 2 8 0.6%-1%
4:1:1 16 4 4 3 1.6%-2-5
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Las proporciones fueron elegidas de acuerdo con el analisis que se hizo en trabajos previos [4]. El cual reporta
el uso de zanahoria como materia prima para la obtencion de bioetanol mediante una via fermentativa. A
partir de este trabajo se comenz6 a estudiar el manejo de distintas proporciones, no sélo zanahoria.

En la Tabla 4 se observan las distintas relaciones con las que se trabajo para la obtencion de bioetanol.
Mediante la caracterizacion para la cuantificacién de azucares totales mediante un refractdémetro manual se
puede observar que la relacién con mayor porcentaje en grados brix de aztcares corresponde a la relacion
1:4:1 de zanahoria, brécoli y pifia respectivamente. De igual manera, como se pude observar en la grafica el

porcentaje de grados brix mas alto que se pudo observar corresponde a la relacion 1:4:1, la cual contiene en
su mayoria brocoli.

. - SR e e e
®=rigura 8. Prueba de Benedict con las diferentes relaciones.

Asimismo, se logré desarrollar una nueva metodologia para proponer la obtencién de acidos organicos,
especificamente acido citrico a partir de residuos de cascara de granada, el cual sigue el mismo
procedimiento experimental para la obtencion de bioetanol via fermentativa, el cual esta descrito en la Figura
[9] para una posible ruta a desarrollar en proyectos futuros.
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Figura 9. Diagrama de la metodologia para la obtencién del dcido citrico a partir de residuos de cascara de granada.

Conclusion

Los residuos agroindustriales pueden fungir como materias primas para la obtencién de alcohol (etanol) por
via fermentativa, debido a la gran abundancia y variedad de frutas y verduras que se pueden encontrar en la
region (Guanajuato).

El porcentaje de azlcares reductores que se obtuvieron son bajos, sin embargo, al tratarse de deshechos
agroindustriales su uso para este fin es conveniente y puede ser viable. Asimismo, los residuos de zanahoria
y brécoli se pueden presentar como un tipo de materia organica capaz de ser usada para sintetizar etanol.

Se logré reproducir la metodologia aplicada a 4 distintas relaciones, todas con una obtencion de azucares
reductores, predominando la relacidon que contenia un porcentaje mas alto en peso de brécoli.

La determinacion cualitativa de presencia de azucares reductores con la reaccion de Benedict permite abrir
paso a una metodologia mas precisa y cuantitativa mediante el método DNS (acido 3.5-dinitrosalicilico)
propuesta a desarrollar en proyectos futuros.

Se logré proponer una nueva metodologia para la coproduccion de acidos organicos durante la obtencion de
bioetanol con una via fermentativa, con el objetivo de obtener acido citrico a partir de residuos de cascara de
granada posible a desarrollar en la continuacién de este proyecto.
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