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1. Introduccion

El presente reporte evalla la obtencién de bioetanol mediante la valorizacién de residuos de
cascara de naranja (Citrus sinensis). El proceso biotecnolégico se fundamenta en una fase
previa de acondicionamiento e hidrdlisis del material lignocelulésico, seguido de una
fermentacion alcohodlica empleando la levadura Saccharomyces cerevisiae. Este
microorganismo es el encargado de metabolizar los azucares reductores liberados para su
conversion en etanol y diéxido de carbono bajo condiciones anaerdbicas.

Desde el punto de vista fisicoquimico, la eficiencia de esta bioconversién depende
estrictamente del control de variables criticas como el pH y la concentracion de sélidos
solubles (°Brix). Un pH inicial cercano a 6.0 garantiza un entorno éptimo tanto para la
estabilidad del sustrato como para la viabilidad celular de la levadura, mientras que el
monitoreo de los azucares permite evaluar el rendimiento metabdlico durante el tiempo de
residencia del bioproceso.

El objetivo general de este estudio fue realizar la fermentacién de un sustrato a base de
cascara de naranja y ejecutar los procesos de recuperacién del bioproducto (etanol). Este
objetivo se logré mediante el control riguroso de la fermentacién durante 72 horas, seguido
de técnicas de separacion fisica por centrifugacion para remover la biomasa, y una
destilacion simple final para purificar y cuantificar el rendimiento volumétrico y el grado
alcoholico del etanol obtenido.

2. Materiales y Métodos

Para la elaboracion del inéculo se utilizé una cepa de Saccharomyces cerevisiae (levadura
comercial). Inicialmente se prepard un preindculo en tubos con 5 mL de caldo Sabouraud
estéril, los cuales fueron inoculados y homogeneizados mediante agitacion en vortex.

Posteriormente, los cultivos fueron incubados durante 24 horas a una temperatura
aproximada de 24 °C. Luego se realizé un proceso de centrifugaciéon a 5000 rpm durante 10
minutos para concentrar la biomasa celular.

Se registraron los parametros fisicoquimicos del medio, obteniéndose un pH de 6.03 y un
valor de 1.9 °Brix.



2.1 Control de pureza

La pureza del inéculo fue verificada mediante tincion de Gram y observacién microscépica a
100X, evidenciando la presencia de células levaduriformes sin contaminacion.

2.2 Concentracion de microorganismos

La concentracion celular fue determinada mediante conteo en camara de Neubauer,
obteniendo un valor aproximado de 1.6 x 10° células/mL.

2.2.1 Fermentacion alcohdlica

Se utilizoé cascara de naranja macerada como materia prima, trabajando con un volumen
aproximado de 250 mL. Posteriormente, se adicionaron 500 mL de buffer fosfato para el
control del pH, 50 mL de enzima lignoceluldsica para la hidrolisis del material vegetal y
extracto de levadura al 10 % como fuente de nutrientes.

El sustrato fue sometido a esterilizacidon en autoclave a 7 libras durante 7 minutos.
Posteriormente, se midié el pH obteniendo un valor de 6.03, el cual se mantuvo dentro del
rango adecuado.

2.2.2 Control de la fermentacion

Se realiz6 un seguimiento de 72 horas para controlar el pH mediante un pHmetro y los
solidos solubles totales (°Brix) haciendo uso de un refractdmetro. Para la recuperacion del
producto, se empled una centrifuga de alta velocidad a 4600 RPM durante 30 minutos a una
temperatura de 16 °C. Posteriormente, se realizdé un balance de masa para cuantificar la
biomasa (pellet) y el sobrenadante destinado a la destilacion simple a 78 °C.

3. Resultados y analisis

3.1 Condiciones iniciales del in6culo y sustrato

Para la etapa de fermentacién se empled una cepa comercial de Saccharomyces cerevisiae
(Figura 1), la cual asegura una alta viabilidad celular inicial para el bioproceso. A partir de
esta levadura, se preparé el inéculo obteniendo un conteo celular de 1.6x10° células/mL, el
cual fue adicionado a 250 mL de sustrato de cascara de naranja estéril con un pH
previamente ajustado a 6.03.
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Figura 1. Presentaciéon comercial de la levadura Saccharomyces cerevisiae empleada como

inéculo.

3.2 Control de Fermentacién
Durante el proceso fermentativo se realizé un monitoreo de las variables criticas para

evaluar el consumo de azucares por parte de la levadura.

Tabla 1. Monitoreo de variables durante la fermentacion

Fecha Hora Pureza Microorga | Actividad | Azucares pH
nismos enzimatic (°Brix)
a
Dia 1 7:00 pm Puro 1.6x10° N/A N/R 6.03
cel/mL
Dia 3 7:00 pm Puro N/R N/A 4.2 5.15

*N/R: Dato no registrado durante la practica.

El control de las variables reportado en la Tabla 1 evidencia la dinamica metabdlica de la
levadura. Aunque el valor inicial de solidos solubles no fue registrado cuantitativamente, el
valor final de 4.2 °Brix indica una baja concentracion de azucares residuales en el medio.
Esto, sumado al alto rendimiento alcohdlico obtenido posteriormente, permite deducir que
hubo un consumo exhaustivo de los azucares fermentables por parte de los

microorganismos. Por otro lado, el pH presentd un ligero descenso de 6.03 a 5.15,

manteniéndose en un rango estable gracias al efecto del buffer fosfato, lo que evit6 la
inhibicién de la levadura por exceso de acidez




"Este comportamiento de reduccién de aztcares y estabilizacién del pH es coherente con las rutas metabdlicas
de la glucdlisis y la fermentacion alcohdlica descritas en la literatura bioquimica para esta levadura (Nelson &
Cox, 2017; Sanchez & Cardona, 2008).”

3.3 Produccién de Biomasa

Tras la etapa de fermentacion, el caldo fue sometido a centrifugacién a 4600 RPM por 30
minutos. Se realizo el siguiente balance de masa para la separacion celular:

- Peso del frasco de centrifuga vacio (Tara): 126.10 g
- Peso del frasco con volumen transferido: 520.67 g

- Peso neto de la biomasa humeda (Pellet): 394.57 g
- Volumen final de sobrenadante recuperado: 500 mL

Figura 2. Registro fotogréfico del pesaje para el balance de masa de la biomasa en la etapa
de centrifugacion.

Posteriormente, el fermentado fue sometido a un proceso de destilacion simple con el fin de
separar el etanol del resto de componentes presentes en la mezcla, aprovechando la
diferencia en los puntos de ebulliciéon. Durante este proceso, el etanol se evaporé
aproximadamente a 78 °C, siendo posteriormente condensado y recolectado como
destilado.



Una vez obtenido el producto, se realizé su analisis mediante un densimetro digital Anton
Paar DMA 35, con el fin de determinar el contenido de alcohol. El equipo arrojé un valor de
19.3% v/v de alcohol a una temperatura de 23.1°C.

Estos resultados indican que el proceso de fermentacion permitio la produccion de etanol,
aunque en una concentracion moderada, lo cual puede estar influenciado por factores como
la composicion del sustrato, las condiciones de fermentacion y posibles pérdidas durante el
proceso de destilacion.

Adicionalmente, se determiné el rendimiento volumétrico del proceso de destilacion
mediante la siguiente relacion:

% Rendimiento = (Volumen de destilado final / Volumen de sobrenadante destilado) x 100
Sustituyendo los valores, ( 80 mL / 500 mL ) x 100 se obtuvo un rendimiento de [16%], un
valor coherente para la obtencién de alcoholes a partir de esta biomasa.”

3.2 Caracterizacion fisicoquimica al producto final

%) Anton Paar

Figura 3. Toma mediante un densimetro digital



Tabla 2 Caracteristicas fisicoquimicas del bioproducto.

Parametro Resultado
% Alcohol 19.3% viv
Temperatura 23.1°C
Método Densitometria
Equipo Densitometro digital

4. Conclusion

El bioproceso de fermentacion a partir de cascara de naranja demostré ser viable bajo las
condiciones controladas de laboratorio. La ausencia de contaminantes externos al finalizar
la fermentacién garantiza que la reduccion de los azucares se debi6 exclusivamente a la
actividad de la Saccharomyces cerevisiae, optimizando asi la pureza del etanol recuperado.
El monitoreo de 72 horas permitié evidenciar la actividad metabdlica de la levadura
Saccharomyces cerevisiae mediante el consumo de los azlcares presentes en el medio,
reflejado en la disminucion de los sélidos solubles (°Brix). Asimismo, el control del pH inicial
en 6.03 fue un factor determinante para mantener un entorno favorable para la fermentacién
y la actividad de las enzimas lignoceluldsicas anadidas.

La técnica de recuperacién mediante centrifugacion a 4600 RPM resulté fundamental para
separar la biomasa de manera eficiente, lo que permitié someter un sobrenadante limpio a
destilacion. Finalmente, a través de la destilacion simple a 78 °C se obtuvo etanol, el cual
fue medido arrojando un valor de 19.3% v/v a 23.1 °C. Este rendimiento confirma la
efectividad de la integracion de las etapas de hidrolisis enzimatica, fermentacion y
separacion fisica para la obtencion de bioetanol con una pureza alcohdlica considerable,
cumpliendo con los objetivos del proceso biotecnolégico.
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