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RESUMEN

El presente trabajo, estudia la obtencion de bioetanol a partir de la cascara de
naranja y pomelo. Las muestras en estudio fueron colectadas, en los puestos
ambulatorios de venta de jugos de naranja y pomelo, ubicados en las diferentes
calles de la ciudad de lquitos, para luego ser secadas y molidas. El analisis
fisicoquimico de la cascara de naranja presento un en su composicién quimica
10,89% de fibra y 15,49% de carbohidratos, a diferencia de la cascara de pomelo
4,6% en fibra y 23,96% de carbohidratos. Se evaluo el proceso de hidroélisis acida
para convertir las cascaras en azucares reductores, variando la concentracion del
acido sulfarico 2% y 5%, tiempo de reaccion 60 minutos y 90minutos,
temperatura de la reaccién 50°C y 100°C, con una relacion solido liquido 1/30. La
conversion en azucares reductores es mayor al 70% en la hidrolisis acida de la
cascara de naranja, cuando se fija la T° a 50°C, a concentraciones de acido
sulfarico cercanos al 5%, y tiempos de reaccion cercanos a 90 minutos. El
rendimiento en azucares reductores para la cascara de pomelo es superior al 85%,
fijando la temperatura a 50°C, concentracion de acido sulfurico cercano al 2% y
tiempos de reaccion entre 60 y 90 minutos. A partir de 20 g. de cascara seca de
naranja y pomelo en 600 ml de solucién acida, se logro obtener 250 ml de jarabe
azucarado de 10 y 12 grados brix respectivamente. La fermentacion alcohdlica se
realizo durante siete dias, utilizando Sacharomyces cerevisiae (levadura
liofilizada), EI rendimiento en bioetanol obtenido fue de 0,27% y 0,40% en
volumen con una conversién de 0,034 ml de bioetanol/gramo de cascara de

naranja y 0,05 ml. de bioetanol/gramo de cascara de pomelo.

Palabras Claves: Cascaras, naranja, pomelo, hidrolisis, fermentacion, bioetanol.



CAPITULOI

1. INTRODUCCION

El mercado mundial de bioetanol, ha experimentado un crecimiento del 22% desde
2004 al 2012, produciendo a un ritmo del 2% anual, alcanzando a producir 87 600
millones litros. La produccion de bioetanol o etanol obtenido del maiz en EEUU (primer
pais productor del mundo), junto con la produccion obtenida a base de cafia de azucar
en Brasil (segundo pais productor del mundo), constituyen el 88% de la produccion
mundial. Los mejores rendimientos de la cafia de azucar en relacion con los cereales
principalmente de maiz, hace que el bioetanol obtenido a partir de la cafia de azucar sea
mas competitivo por sus bajos costes en comparacion con el bioetanol obtenido a partir
de los cereales. En ambos paises, la utilizacion del bioetanol es para mezclas con
gasolina, y el uso en el transporte, siendo por tanto los principales consumidores de

bioetanol en el mundo (Maluenda 2012).

Sin embargo este crecimiento se viene estancando en los ultimos afios, debido a que los
precios elevados de las materias primas estan incidiendo negativamente en el animo de
los productores de bioetanol y su pesimismo hacia el futuro del sector. Los precios del
bioetanol en EEUU a principios de 2011, fueron los méas elevados de los Gltimos afios
alcanzando los 0,68 $/litro, posteriormente y a consecuencia de la bajada de los precios
de la gasolina y del maiz, los precios también descendieron llegando alcanzar 0,62
$/litro. Los precios del etanol hidratado en Brasil, alcanzaron valores record a mediados
de 2011 con 0,73 $/litro, mientras que los precios del etanol anhidro ascendieron a 0,83
$/litro. Ambos precios son muy superiores a los alcanzados en 2010, que oscilaban entre
0,40 y 0,46 $/litro respectivamente.

La reduccion de la cosecha de cafia de azicar en Brasil el 2010 y a los altos precios
registrados del maiz en EEUU en 2011, son una de las causas principales, ademas de la
existente preocupacion debido a que la cafia de azucar, encuentran mayor rentabilidad al

destinar su produccion al consumo de azucar en lugar de la industria del bioetanol y los



agricultores de maiz encuentran mayores rendimientos econémicos, con la venta para la

fabricacion de pienso compuesto, que para su uso como bioetanol. (Maluenda 2012).

La produccién de bioetanol a partir de cafia de azUcar y maiz es una tecnologia
establecida, pero es una fuente béasica de alimentacion mundial. La busqueda de una
alternativa renovable debe lograrse, mediante el uso de materiales lignoceluldsicos, por
ser abundantes y relativamente baratos, Aunque los procesos aun son costosos en la
actualidad, los avances en la tecnologia deben conllevar a una disminucién sustancial

del costo de conversion de estos materiales a bioetanol.

La posibilidad de producir bioetanol de biomasa de bajo costo debe ser la clave para que
sea competitivo al compararlo con la gasolina. ElI bagazo de la cafia de azlcar,
subproducto de la industria azucarera, es el material mas estudiado y en segundo lugar
se encuentran los residuos de la industria del procesamiento del maiz. (Vifals et al
2012).

En el mundo se producen aproximadamente 1600 millones de toneladas por afio de
residuos sélidos urbanos, estos generan graves problemas, no s6lo por el deterioro
progresivo del medio ambiente, sino también desde el punto de vista econémico puesto

que los costos de recoleccion, transporte y disposicion final son cada vez mayores.

La produccion de bioetanol representa una alternativa para el aprovechamiento de la
biomasa lignoceluldsica presente en los residuos solidos urbanos, siendo las céscaras de
frutas y desperdicios de verduras, consideradas biomasas desvalorizadas, una de las
principales fuentes de la cual se puede obtener jarabes glucosados para su posterior

conversion en bioetanol.

La naranja y el pomelo son citricos que se consumen habitualmente en la ciudad de
Iquitos, Segun el INEI 2012, Loreto presento una produccion de 2367 TM de naranja,
incrementdndose en un 19,4 % durante el afio 2011, estos cultivos se encuentran
concentrados en la zona central del Rio Huallaga, en donde se cultivan

aproximadamente 3000 hectareas de naranja de la variedad valencia, comercializandose



el 85% en las ciudades de la costa del pais (Chiclayo, Trujillo, Piura), y el 15 %

restante en los mercados de la ciudad de Iquitos.

Los mayores demandantes, de naranja y pomelo en la ciudad de Iquitos son los
vendedores ambulantes de jugos, quienes lo extraen para venderlos al paso, estos se
encuentran ubicados en las diferentes calles y mercados de la ciudad, el jugo de naranja
es separado de la pulpa en forma artesanal, previa eliminacién de la cascara, estos
residuos (pulpa y cascara) no son aprovechados y van a parar en el botadero municipal,
incrementando los costos en la disposicion final de los residuos solidos de la ciudad de

Iquitos.

Los subproductos en la industria de jugos citricos, representan el 50% del peso de la
fruta entera (Cedron & Cardona 2011), estos subproductos pueden emplearse como
nutrientes en alimentacion animal, pero sus precios no son lo suficientemente altos para
proporcionar rentabilidad al proceso de comercializacion, de manera que el desarrollo
de productos alternativos de mayor valor agregados beneficiaria a los procesadores de

frutos citricos.

En el presente trabajo tiene como objetivo estudiar las caracteristicas fisicoquimicas de
las cascaras de naranja (Citrus sinensis L.) y pomelo (Citrus grandis) para obtener
bioetanol. Se determinaron sus caracteristicas fisicas y quimicas, posteriormente se
realizaron pruebas de hidrdlisis &cida para convertirlos en jarabes azucarados, en donde
se evaluaron; la influencia de la concentracion del acido sulfarico, temperatura y tiempo
de reaccion en el proceso, finalmente los jarabe azucarados obtenidos fueron
convertidos en bioetanol, mediante fermentacion alcohélica utilizando Saccharomyces

cerevisiae.

La importancia del estudio se fundamenta, porque busca convertir las cascaras de
naranja y pomelo, generadas como residuos en la ciudad de Iquitos, en un producto de
mayor valor agregado, de manera que los resultados obtenidos sirvan de base para otros

estudios que viabilicen el aprovechamiento de estos.



CAPITULO I

ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

Los residuos agricolas e industriales son materias de estudios, por los problemas
ambientales y costos adicionales que representan a la industria. A nivel mundial se
vienen realizando diversos estudios con el objetivo de obtener bioetanol a partir de
materiales lignocelulosicos. Uno de los mayores retos es convertir la hemicelulosa
y celulosa en azucares fermentables, de tal forma que puedan ser transformadas en
etanol mediante fermentacion alcoholica. A continuacion se muestra algunos

estudios reportados sobre el tema a nivel mundial:

Aguilar y Canizales 2004, estudiaron la hidrolisis del residuo lignocelulosico de la
cascarilla de cebada con &cido sulfurico diluido, transforméndolo en azucares
fermentables en un reactor tipo batch. Ellos encontraron que el punto maximo de
con version de azucares fermentables alcanzados fue de 70,83%, cuando trabajaron
a una temperatura de 110 °C, tiempo de reaccion de 210 minutos y una
concentracion de H2SO4 al 1%. Estimando ademas que no hubo alta produccién de
compuestos derivados de la degradacion de los azucares fermentables, pues estos

incrementaban su concentracion hasta llegar al valor maximo.

Dominguez et al 2011, estudiaron a nivel de laboratorio, la obtencion de azucares
reductores por medio de hidrolisis acida del bagazo de cafia sin pretratamiento,
utilizando &cido H2SOs4, en condiciones de ebullicion a reflujo y presion
atmosfeérica, evaluaron la influencia de tres variables: Tiempo de reaccion (10, 20,
30, 40, 60 y 90 min.), temperatura sobre el proceso (30 , 45, 60 y 75 °C) y
concentracion de H»SOs (2, 4, 6, y 8%). La mayor conversion en azucares
reductores totales (0,98252 g/L), fue obtenida en condiciones de temperatura de 45
y 75 °C y un tiempo de reaccion de 60 y 90 minutos respectivamente, ambos a una
concentracion de H>SO4 del 2%. Observandose que el porcentaje de conversion
crecia y decrecia irregularmente atribuyéndoles a la probable descomposicién de

los azucares en acidos organicos, furfural o compuestos fenolicos.

10



Ferrer et al 2002, evaluaron la conversion de azucares reductores (AR), a partir de
la hidrolisis &cida del bagacillo de cafia. El bagacillo tratado (BT) y no-tratado
(BNT) con inmersion en agua a temperatura ambiente (TA), hidrolizaron, mediante
ebullicién a reflujo, con diferentes concentraciones de acido sulfurico diluido (2%,
4%, 6% y 8 % v/v) a diferentes tiempos de reaccion (TR) (4, 8 y 12 h.), con una
relacion liquido/ solido de 30/1. El experimento involucro un disefio totalmente al
azar con un arreglo factorial 2 x 3 x 4 con tres repeticiones. Sus resultados
muestran que todos los factores en estudio y sus interacciones, excepto la
interaccion (TA x TR), afectaron significativamente (P<0,01) la concentracion
(g/L) de AR obtenidos. La concentracion de AR vari6 de 2,58 a 20, 45 g/L, con un
promedio general de 10,53 g/L. La mayor produccion de AR (16,76 +1,71 g/L)
obtenida fue en la hidrélisis de BNT con &cido sulfurico al 6% y 4 horas de

reaccion

Marcano et al 2009, realizaron ensayos para investigar la hidrdlisis de la celulosa
Kraft de Eucaliptus con H2SO4 al 6%, temperatura de reaccion de 100°C, variando
el tiempo de hidrolisis (4, 6 y 8 horas) y el tamafio de particulas (muestra molida y
muestra desfibrada), utilizando un sistema de reflujo para la reaccion. Realizaron
tres replicaciones para cada tiempo, estableciendo una relacion pulpa/acido de
1/30. Al finalizar la hidrolisis, tomaron una alicuota del sobrenadante de cada
replica y elevaron su pH utilizando hidroxido de sodio (NaOH) al 20 %,
completando la neutralizacién con carbonato de sodio (Na:COs) 0,0709 N.
Obteniendo rendimientos maximos de azucares reductores de 21,87% en pulpa
celulésica molida y 17,61% para la desfibrada. Evidenciando: a) un rendimiento
ascendente con el aumento en tiempo de hidrolisis para la pulpa desfibrada y b)
una disminucion del rendimiento a 8 horas de hidrolisis con respecto a 6 horas de
hidrolisis para pulpa molida. El evento observado en (b) lo atribuyen a la dificultad
de ruptura de los enlaces glucosidicos B 1-4, limitada por la temperatura y la
dificultad de penetracion del reactivo a través de la estructura cristalina de la
celulosa, produciendo la oxidacion de los azucares formados provocando su

carbonizacion por deshidratacion. Ademas asumen que esta reaccion no tuvo lugar
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en el caso (a), debido a que la hidrolisis ocurrio de manera mas lenta y tal vez no

alcanz6 su maximo efecto limitante.

Alvear et al 2009, realizaron un estudio sobre la hidrolisis acida de la céscaras de
naranja (Citrus sinensis) provenientes de una industria de vinos, usando acido
sulfarico diluido a concentraciones de 3, 5 y 7%. La céscaras de naranja fue
previamente deslignificada, con NaOH 0,1 N y sulfato de calcio. La hidrolisis lo
realizaron en un autoclave, a temperatura de 125 °C y 15 psi durante 15 minutos.
No encontrando diferencias en cuanto a los grados Brix (Bx)de los jarabes
azucarados obtenidos, para las concentraciones de 3 y 5% (6.6 y 6.9 °Bx
respectivamente), existiendo diferencia cuando usaron concentracion de &cido al
7% (8 °Bx) mostrando mayor contenido de solidos en el jarabe y un rendimiento de

25 mg de azlcares por cada gramo de cascaras de naranja.

Ahuja 2011, evalué el grado de degradacion de azucares: glucosa, xilosa y
arabinosa en un proceso de hidrdlisis andlogo a la sacarificacion de la biomasa,
realizd la hidrdlisis a diferentes condiciones de reaccion teniendo en cuenta los
parametros usados en la hidrolisis del bagazo de agave tequila: concentracion de
H2>SOs 1y 2%; temperaturas de 125 °C, 150°C, 175°C y 200 °C vy tiempos de
reaccion de 0, 15, 30 y 45 minutos. Observando que las condiciones de minima
degradacion se produjo a una concentracion de 1% de H.SO4 125 °C de
temperatura y 0 minutos de reaccién. El producto de degradacion identificado fue
el furfural formado por degradacion de la xilosa, este se presento a partir de los 125
°C obteniendo un pico maximo a los 175 °C y 30 minutos de reaccion en ambas
concentraciones del H>SOs posteriormente disminuyo su concentracion

evidenciando su continua degradacion a otros subproductos.

Cortes et al 2013, evaluaron la hidrdlisis acida de la cascara de banano y naranja,
para obtener azucares de dichas biomasas. Previamente, cuantificaron la cantidad
de azucares reductores presentes en las muestras y deslignificaron, mediante
inmersion en solucion de NaOH 0,1 M durante una hora, luego llevaron a cabo el
proceso de hidrolisis &cida con una solucion de H2SO4 5,0 N durante 30 minutos,

bajo 3 condiciones diferentes de temperatura, 30°C, 56 °C y 68 °C, con el fin de
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comparar y encontrar el método mas efectivo en la obtencion de azucares. El
mejor rendimiento para la cascara de naranja fue de 59,8 g/L de glucosa cuando
trabajaron a una temperatura de 68°C.

Genera 2013, desarrollo un estudio para obtener jarabes azucarados a partir de la
hidrélisis quimica de los residuos de la cascara de naranja y papa, realizo un pre
ensayo en el que realizo pruebas preliminares con diferentes concentraciones de
H2.SO4 (0,5; 0,75; 1; 2,5; y 5%), determinando que la hidrolisis al 5% es la méas
eficiente. En cuanto a la produccion de azucares reductores por hidrolisis de la
cascar de naranja, logro obtener un rendimiento de 21.66 gr de azucares/100 g de

cascCara seca.

Tejada et al 2010. En un trabajo realizado lograron obtener bioetanol a partir de
cascaras de naranja (Citrus sinensis) y pifia (Ananas sativus). Determinaron el
contenido de azucares reductores de los materiales lignoceluldsicos. Mediante un
pretratamiento fisico se disminuyeron el tamafio de las muestras y, la remocion de
lignina lo realiz6 con hidroxido de sodio y sulfato de calcio. La hidrdlisis acida fue
llevada a cabo con &cido sulfurico al 5% a 125°C y 15 psi para obtener un jarabe
azucarado. Este jarabe fue fermentado con Saccharomyces cerevisiae en un reactor
con agitacion durante 7 horas. El etanol obtenido fue separado por micro
destilacion. Determinando el contenido de etanol por cromatografia de gases
encontrando finalmente, que con las cascaras de naranja se obtuvo mayor contenido

de etanol, 8.4 mg/g, que con las céscaras de pifia, 1.0 mg/g.

Monsalve et al 2006, evaluaron la hidrolisis &cida del almidon presente en yuca y
la celulosa presente en céscara de banano. Posteriormente realizaron la
fermentacion a para obtener etanol, ajustaron los medios de fermentacion para
los microorganismos Saccharomyces cerevisiae y Zymomonas mobilis

Caracterizaron la céscara de banano, la cual posee un contenido de almidon,
celulosa y hemicelulosa que representan mas del 80 % de la cascara ameritando el
estudio de ésta como fuente de carbono. La hidrdlisis acida de cascara de banano
produce 20 g/l de azUcares reductores. Para la Yuca con 170 g/l de almidén a; pH

0.8 en 5 horas se logra conversion completa a azlcares reductores y no se nota
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ningun efecto inhibitorio por parte de los cultivos realizados con cascara de banano
y yuca por la presencia de cianuro en la yuca y por la formacion de compuestos
toxicos al hidrolizar la celulosa en banano. Para la fermentacion realizada con
Sacharomyces cerevisiae se logra una concentracion de etanol de 7.92+0.31%
y no se aprecia una produccion considerable de etanol (menor de 0.1 g/l) para

ninguno de los medios fermentados con Zymomonas mobilis.
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3.

3.1.

3.2.

CAPITULO I11

MARCO TEORICO Y CONCEPTUAL

Residuos Orgéanicos Vegetales.

Las sustancias y materia organica que sale desde el proceso de produccion son
Ilamado materiales indeseables, lo definimos como "desechos". Los residuos
orgénicos son materias primas con capacidad de conversion a valor agregado, se
pueden tratar y transformar en sustancias necesarias para la industria como para el

medio ambiente.

Galanakis 2012, estima que el procesamiento de desechos organicos ha sido
considerado como un asunto de tratamiento, prevencion y minimizacion debido a
los efectos ambientales inducidos por su disposicién. Por la gran cantidad de
residuos organicos que se generan a diario a nivel mundial se ha visto reflejados
problemas en el medio ambiente y a nivel econémico teniendo en cuenta los costos
de recoleccion, transporte y disposicion final que son cada vez mayores. (Cardona
2004).

Monsalve 2006, concluye que de los residuos vegetales son ricos en: almidén,
hemicelulosa, celulosa y lignina, en porcentajes altos segun la materia organica que
se procese; estos sustratos una vez hidrolizados, se convierten en materia prima,

para la obtencidn de azUcares fermentables, edulcorantes y bioetanol.

Biomasa Lignocelulosica.

La lignocelulosa esta presente como un bloque dentro de la estructura de la pared
celular de las plantas y vegetales, esta biomasa es la fuente de carbono renovable
mas prometedora para solucionar los problemas actuales de energia y materias
primas, (Alvarez et al, 2012). El aprovechamiento integral del material

lignocelulésico persigue métodos de fraccionamiento de los compuestos
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estructurales (celulosa, hemicelulosa y lignina), de dos clases: métodos de hidrolisis

y métodos de lignificacion (Barroso 2010).

Celulosa.

La celulosa es un homopolimero lineal de elevado peso molecular y grado de
polimerizacion, (Barroso 2010). La celulosa es parte de la pared celular, se forma
por la unién de moléculas de B-glucosa mediante enlaces B-1,4-O-glucosidicos.. La
celulosa es una larga cadena polimérica de peso molecular variable, con formula

empirica (CeéH100s)n, con un valor minimo de n=200.

Figura 01: Modelo de moléculas primaria de celulosa.

CH,,OH CH,OH

UHT

ENLACE 0-GLUCOSIDICO

Fuentes: Wikipedia (2014). Enlace glucosidico.

La celulosa tiene una estructura lineal y fibrosa, en la que se establecen multiples
puentes de hidrégeno entre los grupos hidroxilo de distintas cadenas yuxtapuestas

de glucosa, lo que hace que sea insoluble en agua.

Hemicelulosa

Las hemicelulosas son heteropolisacaridos (polisacarido compuesto por mas de un
tipo de azucar) unido por enlaces B-1-4 (fundamentalmente xilosa, arabinosa,
galactosa, manosa, glucosa y acido glucuronico), que forman una cadena lineal

ramificada.
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Fig. 02: Estructura quimica de la hemicelulosa

HO HO
0 0 0
OH OH O
0 0 0
OH Ho 4 OH
QRA—0
OH

OH

Fuente: Fuentes: Wikipedia (2014).Hemicelulosa

Entre estos monosacaridos destacan mas: la glucosa, xilosa, galactosa y fructosa
(Carballo & Arteaga 2005). La hemicelulosa se caracteriza por ser una molécula
con ramificaciones, tal como el acido urdnico, capaz de unirse a las otras
moléculas mediante enlaces que constituyen la pared rigida que protege a la célula
de la presidn ejercida sobre ésta por el resto de las células que la rodea. La
hemicelulosa se clasifica en pentosanos y hexosanos. Los pentosanos estan
constituidos fundamentalmente por aldopentosas (monosacaridos de 5 atomos de
carbono) y los hexosanos estan formados por aldohexosas (monosacéaridos de 6

atomos de carbono).

Lignina

La lignina es un compuesto basicamente hidrofobo, caracteristica frecuente en los
compuestos aromaticos. Por ello, no puede ser disuelto en un medio acuoso, a no
ser que se introduzcan en su estructura grupos sustituyentes polares mediante
reacciones quimicas, los cuales sean capaces de estabilizar la disolucion de lignina
en agua. Esteprocedimiento se lleva a cabo en ocasiones, haciendo reaccionar la
lignina con  compuestos derivados del azufre, que introducen sustituyentes
sulfonados en la estructura de la lignina, haciéndola entonces soluble (Chiaramonti,
et al 2012).
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3.3.

Fig. 03: Estructura general de la lignina

7O

Fuente: Wikipedia (2014). Lignina y sus derivados.

La lignina cumple con tres funciones especificas:
- Proteger a la celulosa del ataque microbiano.
- Conferir resistencia e impermeabilidad al material.

- Mantener unidas las fibras celulésicas.

Chiaramonti, et al 2012, argumentaron que es necesario eliminar la lignina para la
preservacion de polisacaridos como hemicelulosa y celulosa porque de alli
provienen los azlcares reductores, ya que son los mejores indicadores de la

degradacidon y conversion del tejido vegetal a azGcares fermentables.

Residuos vegetales de cascaras de naranjay pomelo

La composicion quimica de la cascara de naranja, es diferente a la cascara de
pomelo, principalmente en términos de carbohidratos y fibras, por el alto volumen

de mesocarpo que presenta el pomelo. Las cascaras de los citricos representan

aproximadamente del 45 al 60% del peso de la fruta. (Tejada, et al 2010).
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En Iquitos se consume principalmente naranja variedad: valenciana y pomelos
variedad amarilla, se cultiva principalmente en el Departamento de San Martin. La
naranja y pomelo son utilizadas principalmente para la produccién de jugos, cuyo
proceso conlleva una generacion considerable de desechos como céascaras, pulpa y

semillas.

Ceron & Cardona 2011, aseguran que los residuos citricos se han vuelto una carga
sustancial para el medio ambiente y que podrian ser empleados para obtener otros
productos como aceites esenciales y pectinas, buscando incrementar su valor
agregado, con el proceso de agro industrializacion y al mismo tiempo de disminuir
el impacto ambiental que estos producen. La céascara se usa mucho como
saborizante, también el aceite esencial extraido de la capa externa de la piel, se
utiliza comercialmente como saborizante de alimentos, refrescos y para otros fines.
De la capa interna blanca de la cascara se extrae pectina para el uso en conservas de

frutas. Otros usos de los desechos citricos:

- Pulpa: La pulpa de los citricos; 3/4 del total como subproducto de la extraccién
de jugo de naranja dulce, es altamente valorada como pienso granulado con un
contenido de proteinas de 6,58 a 7,03%. Es una fuente de levaduras comestibles,

alcoholes no ingeribles, acido ascorbico, y hesperidina.

- Piel: Ademas de sus usos alimentarios, el aceite de la cascara de naranja es un
aroma muy apreciado en perfumes y jabones. Debido a su contenido de
limoneno, 90-95%, tiene un efecto letal sobre las moscas, pulgas y hormigas
bravas. Su potencial como insecticida esta bajo investigacion. Se esta utilizando
en productos de limpieza de los motores y en jabones secos para las manos en

los talleres de reparacion de maquinaria pesada.

- Semillas: El aceite derivado de la semilla de la naranja y de otros citricos se
emplea como aceite de cocina, en jabones y en plasticos. El residuo de las
semillas, de alta proteina es adecuado para la alimentacion humana, un

ingrediente en la alimentacion del ganado, y en las mezclas fertilizantes.
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3.4. Naranja

El naranjo es un arbol de tamafio mediano, de tres a cinco metros de altura, con

copa redondeada y ramas regulares. Un solo tronco, derecho y cilindrico, verdoso

primero y gris después. Las ramas aparecen a un metro, poco mas o menos, del

suelo. Las hojas son perennes, medianas y alargadas, con base redondeada y

terminadas en punta. Las flores aparecen en las axilas de las hojas, solitarias o en

racimos. (Saunt 1992). La mayoria de las variedades han surgido como mutaciones

estables. Estas mutaciones son muy frecuentes en citricos y se estabilizan

rdpidamente. Pueden considerarse 3 tipos de variedades:

Navel: buena presencia, frutos partenocarpicos de gran tamafio, muy
precoces. Destacan las variedades: Navelate, Navelina, Newhall, Washington
Navel, Lane Late y Thompson. Se caracterizan por tener, en general, buen

vigor.

Blancas: dentro de esta variedad destaca la Salustiana y Valencia Late
(presenta frutos de buena calidad con una o muy pocas semillas y de buena
conservacién). Se caracterizan por ser arboles de gran vigor, frondosos,
tamafio medio a grande y hébito de crecimiento abierto, aunque tienen
tendencia a producir chupones verticales, muy vigorosos, en el interior de la

copa.

Sanguinas: variedades muy productivas, en las que la fructificacion
predomina sobre el desarrollo vegetativo. Son variedades con brotaciones
cortas y los impedimentos en la circulacién de la savia dan lugar al

endurecimiento de ramas. Destaca la variedad Sanguinelli. (infoagro 2012)

Taxonomia y morfologia:

Familia: Rutaceae. -Género: Citrus.
Especie: Citrus sinensis (L.) Osb.

Porte: Reducido (6-10 m). Ramas poco vigorosas. Tronco corto.
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- Hojas: Limbo grande, alas pequefias y espinas no muy acusadas.

- Flores: Ligeramente aromaéticas, solas o agrupadas con o sin hojas. Los brotes
con hojas (campaneros) son los que mayor cuajado y mejores frutos dan.

- Fruto: Hesperidio. Consta de: exocarpo (flavedo; presenta vesiculas que
contienen aceites esenciales), mesocarpo (albedo; pomposo y de color blanco)

y endocarpo (pulpa; presenta tricomas con jugo).( (Infoagro 2012)

Fig. 04 Descripcion partes del fruto de naranja.

flavedo
tabique

vesiculas K

oleiferas

albedo
endocarpio
cascara

extremidad
do pedunculo

Fuente: Infoagro 2012

3.5. Pomelo

El pomelo es un arbol perennifolio, de 5 a 6 m de altura, sus hojas son simples,
alternas, ovadas, finamente dentadas, de entre 7 y 15 cm de largo, de superficie
coridcea y color verde oscuro por el haz. Produce flores hermafroditas, fragantes,
tetrameras, blancas o purplreas, formando racimos pequefios terminales o
solitarias. El fruto es un hesperidio globoso o apenas piriforme, de hasta 15 cm de
diametro. Estd recubierto de una cascara gruesa, carnosa, de color amarillo o
rosaceo, con glandulas oleosas pequefias y muy aromaticas, rugosa. Tiene 11 a 14
carpelos, firmes, muy jugosos, dulces o acidos segun la variedad, separados por
paredes membranosas de caracteristico sabor amargo, que contienen pulpa de color

que va del amarillo palido al rojo muy intenso.
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Existen muchas variedades de pomelo cuyos nombres dependen del lugar de

procedencia, tamafio y color. Se agrupan en dos grandes familias: blancas o

comunes, con pulpa de color amarillo. Y pigmentadas, con la pulpa de color rosa o

rojo, gracias a su alto contenido en licopeno.

- Variedades amarillas: Son aquellas que presentan la carne de color amarillo.

Dentro de estas variedades tenemos:

Duncan, Con frutos redondos a ovalados de hasta 12,5 cm de diametro.
Posee la piel de color amarillo, de un grosos mediano y muy aromatico. La
pulpa es muy jugosa y presenta muchas semillas (50 -70). Alcanzan su

madurez entre los meses de Diciembre a Mayo.

Marsh, Presenta frutos mas redondeados con muy pocas semillas ( 0-6).
Posee la piel mucho més lisa y muy aromatica. La pulpa es de color
amarillento y con muchisimo jugo. Alcanzan su madurez entre los meses de

Diciembre a Marzo.

Oroblanco, Variedad producida en California, sus frutos son mas pequefios,
tienen la corteza de color amarillo palido y bastante méas gruesa. Su jugo no

es tan acido como el resto de los pomelos.

- Variedades rosadas: Son aquellas que tienen la carne con tonos de color rosa o

rojizos, proporcionadas por el contenido de licopeno, el que le confiere ademas

propiedades antioxidantes, entre las variedades mas cultivadas destacan:

Burgundy, presenta la corteza lisa, escaso numero de semillas (1-2), pulpa
firme, muy jugosa, con sabor dulce y nada amargo. Su calidad interna es

considerada inferior en comparacion con otras variedades pigmentadas.

Ruby (Ruby red, Redblush, Henninger): Sin semillas, presenta mejor

calidad interna y mejor pigmentacion interna y externa. La intensidad de la
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pigmentacion aumenta con la temperatura ambiente. Excepto por el color, es
practicamente idéntica a la variedad Marsh en cuanto a caracteristicas del

fruto, aunque presenta menos semillas.

Star Ruby , la pulpa es de coloracién més intensa y la coloracion externa es
superior a la de otras variedades. Presenta escasas semillas (1-2, en algunos
frutos). La corteza es muy delgada, el contenido de zumo es muy alto y el
sabor més dulce y menos amargo que el de Marsh y otras variedades
pigmentadas. Es el pomelo estandar o modelo con el que se suelen comparar

otras variedades.

Thompson o Pink Marsh, las caracteristicas del arbol y del fruto son muy
similares a las de la variedad Marsh, ya que sélo difiere en dos aspectos: es
de madurez algo mas precoz y la pulpa es ligeramente rosa en la zona
préxima a las membranas de los gajos, aunque este color tiende a mitigarse

con el paso del tiempo.(botanica-online 2012).

Fig. 05: Clases y variedades de pomelo

Fuente: Botanica-online 2012.
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3.6.

Fraccionamiento de la biomasa lignocelulosica.

El conjunto de procesos fisicos y/o quimicos que conducen a la separacion
selectiva de los polimeros que conforman la biomasa, son procesos de
fraccionamiento. Los polisacaridos, celulosa y hemicelulosa son hidrolizables
en medios acidos con obtencion de disoluciones azucaradas. La hemicelulosa es
el polimero més facilmente atacable, mientras que la lignina se ve poco afectada
por los &cidos y permanece como residuo sélido. Tratamientos alcalinos o
tratamientos con agua caliente en condiciones moderadas disuelven solamente
hemicelulosa. Los polisacaridos son dificiles de oxidar, mientras que la lignina
se degrada facilmente por métodos oxidativos.

3.6.1. Pretratamiento de la biomasa lignocelulosica

El propdsito del pretratamiento es remover la lignina y la hemicelulosa, reducir
la cristalinidad de la celulosa y aumentar la porosidad del material. En una
materia prima no tratada, las fibras de celulosa, con una alta cristalinidad, se
encuentra dentro de una no muy bien organizada matriz de hemicelulosa y

envuelta en una pared de lignina que le da la rigidez al material lignoceluldsico.

La Figura 06, es una representacion esquematica ideal del pretratamiento en
biomasa. La lignina, hemicelulosa y celulosa estan representadas por los colores
rosado, verde y negro, respectivamente. En el pretratamiento ideal de biomasa
se pueden distinguir tres etapas representados en esta figura: (a) Desplazar /
remover el revestimiento de lignina, (b) Dejar al descubierto/ remover la hemicelulosa

y (c) Reducir/ eliminar la cristalinidad de la fraccion de celulosa

Un pretratamiento debe tener las siguientes caracteristicas (Ahuja 2011):

a) Mejorar la digestibilidad de la celulosa y la hemicelulosa en la posterior

hidrélisis acida o enzimética.

b) Evitar la degradacion o pérdida de carbohidratos
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c) Evitar la formacion de subproductos inhibidores para los procesos

posteriores, hidrolisis enzimatica y fermentacion de azUcares.
d) Ser costo-efectivo

Fig. 06: Efecto del pretratamiento de material lignocelulosico.

Region : .
Amorfa ‘

‘Region 1124|514
Cristalina | | #

o almidon

Fuente: Sun & Cheng 2001.

Mejia, et al 2007 y Hoyos & Pérez 2005, aconsejan realizar el proceso de
degradacion de lignina para poder obtener la celulosa. Tejada, et al 2011, por
medio de ensayos descubrieron que sumergiendo en una soluciéon de NaOH
0.1N més adicién de 0.816 g de sulfato de calcio por tres horas, se eliminaba
gran porcentaje de lignina (30%) presente en la materia organica y parte de la
hemicelulosa obteniendo asi la celulosa libre, este proceso es necesario dentro
de la hidrélisis cuando se desea obtener azlcares reductores ya que la lignina
por su estructura quimica recubre la celulosa y la hemicelulosa y sin degradarla

no le permite la separacion.

3.6.2. Hidrolisis acida.

La hidrdlisis es un proceso quimico que rompe un enlace en presencia de agua
y produce uno o varios compuestos. Las moléculas de almidon y de celulosa,
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como todos los polisacaridos, se despolimerizan por accion de los &cidos en
caliente. Cuando los grénulos son expuestos a la accion de &cidos minerales
muy diluidos y luego calentando esta mezcla, se obtiene la hidrolisis de los
enlaces glucosidicos, retomando la moléculas a su forma original, es decir, a
sus monomeros principales de D-glucosa. La hidrolisis acida permite obtener
jarabes de D-glucosa. Se ha propuesto secuencias de reacciones para la
hidrolisis por disoluciones acidas de la forma que se muestra en la figura 07.

Fig. 07 Productos de la hidrdlisis de la celulosa y hemicelulosa

CELULOSA HEMICELULOSA
F 3
v
OLIGOSACARIDO OLIGOSACARIDO
'y //\\
HEXOSAS PENTOSAS
v
GLUCOSA OTRAS HEXOSAS

PRODUCTOS DE DEGRADACION

Fuente: Ahuja 2011

La hidrdlisis de celulosa y hemicelulosa siguen procesos analogos, aunque la
celulosa necesita condiciones mas severas. La hidrolisis con acidos diluidos

solubiliza la hemicelulosa dejando intacto las fracciones de celulosa y lignina.

En condiciones favorables para la hidrolisis de un material lignoceluldsico se
obtienen jarabes de hemicelulosa que contienen pentosas (xilosas y arabinosa)
y hexosas (principalmente glucosa y manosa) ademas de presentar una
concentracion de 3-10g/L de acido acético, pequefias concentraciones de
furanos (furfural e hidroximetil-furfural) y fenolicos derivados de la hidrolisis
parcial de la lignina (Ahuja 2011).
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3.6.3.

Subproducto de la hidrolisis de la biomasa lignocelulésica.

La celulosa, hemicelulosa y lignina pueden romper sus enlaces para formar

glucosa, xilosa, manosa, galactosa y compuestos fenolicos respectivamente

(Fig. 08).
Figura 08. Productos de degradacion de la biomasa
Lignocelulosas
__A—_
e
Lignina Hemicelulosa Celulosa
Acidos alifaticos
Xilosa Manosa Galactosa Glucosa

0
v @ eHe HOMIC~ O, ~CHO
Compuestos \ /7

Fendlicos . L
Furfural 5-hidroximetil furfu-
1 / ral (HMF)
Acido formico Levulinico

Fuente: Jiménez 2011.

De los monémeros producidos, alguno de ellos se pueden descomponer durante

el proceso y formar compuestos como 5- hidroxi metil furfural (HMF) desde

las hexosas y furfural desde las pentosas. HMF y furfural pueden también

descomponerse en acido levulico y acido féormico. Mas aun, el acido acético es

liberado de los grupos acetilos de la hemicelulosa.

Algunos de estos subproductos son toxicos para los microorganismos, incluida

la levadura. Estos inhibidores disminuyen el rendimiento sobre los procesos

fermentativos, al inhibir el crecimiento microbiano. y la produccién de etanol.

(Ahuja 2011)
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3.6.4.

3.6.5.

Destoxificacion de hidrolizados

Denominado asi porque su aplicacion busca eliminar todas aquellas sustancias
que pudieron formarse durante el sometimiento de la materia prima al pre-
tratamiento y la hidrolisis y que resultan toxicas e inhibitorias en la
fermentacion.

La técnica de mayor difusion es la de Overliming, que consiste en tratar los
hidrolizados con Ca(OH)., llevandolo a un pH entre 9-10,5, luego este es
ajustado a pH= 5,5-6,5, con H.SO4 0 HCI . Este tratamiento permite eliminar
subproductos formados como: el &cido acético, furfural y compuestos
fenolicos, favoreciendo el crecimiento y desarrollo de microorganismos como
la S. ceresviceae recombinante y E. colli recombinante en el proceso de

fermentacion alcohdlica.(Sanchez et al 2010).

Azlcares reductores.

Los azUcares reductores son aquellos azucares que poseen su grupo carbonilo
(grupo funcional), intacto, un grupo hemiacetal (una interaccion entre C-2 y C-

5,) que le confiere la caracteristica de poder reaccionar con otros compuestos.

Fig. 09: Estructura quimica de azucares reductores.

CH;OH

Fuente: Wikipedia(2014). Enlace glucésido.
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En solucién acuosa, dicho grupo aldehido libre tiene la capacidad de reduccion
de agentes oxidantes. Las formas ciclicas hemiacetales de los azlcares tiene la
potencialidad de generar trazas de la forma abierta (grupos aldehidos libres).
Ver Fig. 09.

AzUcares reductores son aquellos que como la glucosa, fructosa, lactosa y
maltosa presentan un carbono libre en su estructura y pueden reducir, en

determinadas condiciones, a las sales cupricas.

3.7. Bioetanol
Es el alcohol etilico de origen vegetal, se obtiene por fermentacion de mostos
azucarados que dan lugar a vinos de grado alcohdlico variable (normalmente

entre el 10 y 15 % en volumen).

Este alcohol se puede concentrar mas tarde por destilacion hasta la obtencion
del denominado alcohol hidratado (5% en volumen de agua o0 mas) o llegar
hasta el alcohol absoluto tras un proceso especifico de deshidratacion
(Mosquera et al 2006).

Para su obtencion pueden emplearse una gran cantidad de materias primas
como cereales, remolacha y cafia de azlcar. Otra alternativa es el uso de
materiales lignocelulésicos y residuos de procesos agricolas, forestales o

industriales, con alto contenido de biomasa.

El contenido de azucares en estos materiales, se encuentra combinados en
forma de sacarosa, almidon, hemicelulosa; los cuales pueden ser convertidos a
sus unidades monoméricas mediante la conversion de estos sustratos a azucares

fermentables en un proceso conocido como sacarificacion.

El proceso para la produccion de bioetanol a partir de material lignoceluldsico

presenta diversas tecnologias. Sin embargo, es posible estudiarlo analizando el
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proceso desde tres etapas principales (pretratamiento, hidrolisis de compuestos
complejos, fermentacion y destilacion), las cuales pueden ser estudiadas de
manera independiente.(Martinez, et al 2009).

3.8. Fermentacion Alcoholica.

Es un cambio quimico en las sustancias de naturaleza orgénica llevado a cabo
por la accién de enzimas. Lo que ocurre en una fermentacion es que las
sustancias organicas complejas se transforman en otras simples. (Mosquera
2008.)

Como es el caso de la glucosa, que producto de la glucdlisis, se obtiene el
piruvato que es transformado a acetaldehido y dioxido de carbono por la
piruvato descarboxilasa. Finalmente el acetaldehido es reducido por la enzima
alcohol deshidrogenasa para producir etanol como se muestra en la figura 10.

El tipo de fermentacion mas importante es la fermentacion alcohdlica, en la
que los azUcares simples como por ejemplo la glucosa se convierten en alcohol

etilico y dioxido de carbono.

Fig 10: Esquema de la transformacion del piruvato a etanol

Fuente: http://garciacristinabio2.blogspot.com/2014/04/metabolismo-

celular-respiracion-y.html.
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3.9.

La fermentacion alcoholica es llevada a cabo mayoritariamente por levaduras,
ya que una de las caracteristicas mas conocida de las levaduras es su capacidad
para fermentar los azUcares para la produccién de etanol. Las levaduras se han
utilizado a lo largo de la historia para fermentar azucares del arroz, del trigo,
cebada y del maiz para producir bebidas alcohdlicas y también en la industria

panadera.

La mayoria de las levaduras que se cultivan son del género Saccharomyces.
Concretamente la especie S. cerevisiae es una de las mas utilizadas ya que
participa en muchas de las fermentaciones que se mencionaron (Mosquera
2008)

El rendimiento tedrico estequiométrico para la transformacion de glucosa en
etanol es de 0.511 g de etanol y 0.489 g de CO2 por 1 g de glucosa. Este valor
fue cuantificado por Gay Lussac. En la realidad es dificil lograr este
rendimiento, porque como se sefial6 anteriormente, la levadura utiliza la
glucosa para la produccion de otros metabolitos. El rendimiento experimental
varia entre 90% y 95% del tedrico, es decir, de 0.469 a 0.485 g/g., y por cada
dos grados brix se obtendria un 1% de alcohol etilico (Chang. 2006)

Destilacion

Proceso que consiste en calentar un liquido hasta que sus componentes mas
volatiles pasan a la fase de vapor y, a continuacién, enfriar el vapor para
recuperar dichos componentes en forma liquida por medio de la condensacién.
El objetivo principal de la destilacién es separar una mezcla de varios
componentes aprovechando sus distintas volatilidades, o bien separar los
materiales volatiles de los no volatiles. En la evaporacion y en el secado,
normalmente el objetivo es obtener el componente menos volatil; el
componente mas volatil, casi siempre agua, se desecha. Sin embargo, la
finalidad principal de la destilacion es obtener el componente mas volatil en

forma pura (Mosquera 2008).
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4.

4.1.

4.2.

CAPITULO IV

METODOLOGIA

El presente trabajo se realizo en el laboratorio de quimica analitica de la
Universidad Nacional de la Amazonia Peruana (UNAP), ubicado en la Calle Pevas
Quinta cuadra, del Distrito de lquitos, Provincia de Maynas, Departamento de

Loreto.

Tipo de investigacion

Es de tipo descriptivo, porque se identificaron y cuantificaron las principales
caracteristicas fisicas y quimicas de las cascaras de naranja Yy pomelo, que se

genera como residuo en la ciudad de Iquitos.

Es del tipo experimental porque se manipularon variables, que influyen en el
proceso de hidrolisis acida de la cascara de naranja y pomelo, para obtener jarabes
azucarados, que posteriormente fueron convertidos en bioetanol mediante

fermentacion alcoholica.

Disefio de la investigacion

El experimento involucra un disefio totalmente al azar con un arreglo factorial 23, es
decir un disefio con tres factores que tienen dos niveles cada uno, se realizaron 8
ensayos con tres repeticiones cada uno.

Los dos niveles de los factores se representan con los signos (-) y (+), el signo (-)

representa al factor en su nivel bajo y el signo (+), en su nivel alto. De acuerdo a la

matriz de disefio mostrada en la Tabla 01.
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Tabla 01: Matriz de disefio de la investigacion (sistema factorial 2°)

Experimento A B C
1 - - -
2 + - -
3 - + -
4 + + ]
5 - - +
6 + - +
7 - + +
8 + + +

4.3. Poblacion y muestra
Poblacién: Estuvo conformada por los residuos de cascara de naranja y pomelo
generados en los diferentes puestos ambulatorios en donde se expenden jugos de
estos citricos, ubicados en la ciudad de Iquitos.
Muestra: La muestra estuvo constituida por 500 gr. del material en estudio

4.4. Materiales

4.4.1. Material Biologico

El material biologico en estudio, fue la parte externa de los frutos de naranja y

pomelo, denominado albedo y flavedo cominmente conocido como cascara.

4.4.2.Reactivos quimicos: Grado analitico
- Acido sulfarico
- Sulfato sodio

- Sulfato de cobre
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Hidroxido de sodio
Alcohol etilico
Indicador rojo de metilo
EDTA

Murexida

NET

Azul de metileno
Fehlig AyB

4.4.3.Equipos de laboratorio

Balanza analitica digital
Digestor

Potenciometro

Equipo Kjendahl

Estufa

Mufla

Equipo de reflujo

Plancha de calefaccion con agitacion
Equipo de destilacion simple.
Refractometro.

Picndémetro.

Agitador eléctrico con paleta.

4.5. Método: Procedimiento experimental

45.1.

Identificacion del lugar de Muestreo:

Se realizd un recorrido por las diferentes calles de la ciudad de Iquitos,
lograndose identificar, los principales lugares, en donde se expenden jugos de
naranja y pomelo. Se seleccionaron 12 puestos de expendio, teniendo en cuenta
que eran los de mayor tiempo en el mercado, mayor produccion y generaban

mayor cantidad de desechos de cascara de naranja y pomelo.
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Tabla 02: Ubicacion de vendedores ambulantes que expenden jugos de naranja
y pomelo en la ciudad de Iquitos.

N° Ubicacion

01 Av Grau / Libertad

02 | Mercado Central Sargento Lores Cuadra 5

03 | Mercado Nortefiita Putumayo/Manco Capac

04 | Mercado Nortefiita Putumayo

05 Calle Callao/ Calle Yavari

06 | Mercado Modelo Calle Nanay/Calle Arequipa

07 | Mercado Modelo Calle Nanay/Calle Arequipa

08 Mercado Modelo Calle Celendin/Calle Condamine

09 Calle Abtao/ Calle Arica

10 | Calle Abtao/ Calle Aguiire

11 Mercado Belén Calle Ramirez Hurtado/Calle Pallcasu

12 Calle Morona/Calle Arica

4.5.2. Recoleccion y acondicionamiento de las muestras:
Se colectaron 500 g. de muestra, en cada uno de los puestos identificados. La
recoleccion se realizo durante cuatro semanas (una vez a la semana) y en forma

aleatoria de los diferentes puntos de muestreo.

Fig. 11. Recoleccion de muestras de vendedores ambulantes de naranja y

pomelo.
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45.3.

Las muestras fueron trasladadas al Laboratorio de Quimica Analitica, en donde
fueron limpiadas, para eliminar particulas de tierras y otros materiales extrafios.
Se mezclaron de manera homogeénea. Utilizando el método del cuarteo, se
procedio a tomar una muestra (500g) representativa a todas. Finalmente estas
fueron secadas a 60°C por espacio de 3 horas para su posterior analisis y

tratamiento.

Fig. 12. Toma de muestra utilizando el método del cuarteo.

Determinacion de las caracteristicas fisicas y quimicas:

La determinacién de las caracteristicas fisicas y quimicas de las muestras, se
realizaron por triplicado, siguiendo los procedimientos estandarizados por
Métodos Oficiales de analisis de Alimentos (A.O.A.C, 1990).

a. Determinacién de humedad: (Método estufa) a 80°C +2°C
Se peso 10 g de muestra humeda en una capsula de porcelana y se llevo a la
estufa para ser secado a temperatura de (100-105°C), hasta observar que el
peso de la muestra se mantuviera constante. Finalmente se determino el
contenido de humedad mediante la siguiente ecuacion.

Calculo:

Woceniza
%C = ---mmmmmmmeeeeee- x100
Wi
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Wi = Peso inicial muestra

Wceniza = Peso Ceniza

Fig. 13. Determinacion de la humedad.

Determinacion de Ceniza: (Método: Mufla) a 600 °C.

Se peso 5 g de muestra seca en un crisol de porcelana, se coloco el crisol en
una mufla y se dejo calcinar por un tiempo de 2 horas. Después de la
calcinacién se dejo enfriar en un desecador hasta observar que el peso se
mantenia constante.

Célculo:

Wceniza
%C = x100
Wi

Wi = Peso inicial muestra

Weceniza = Peso Ceniza

Fig. 14. Determinacion de ceniza
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Determinacion de grasa: (Méetodo Soxhlet).

Colocamos 4 gramos de muestrea seca en un cartucho tarado de papel filtro,
luego se coloco en el extractor Soxhlet. Previamente se peso el balon y
cargamos con el disolvente apropiado (hexano) con una cantidad suficiente
para que se realice el sifoneo. La extraccion se realizo durante 4 horas, hasta

observar que el disolvente que salia por el sifon sea incoloro.

Calculos:

Wgrasa
% Grasa = x100
Wmuestra seca

Fig. 15. Determinacion de grasa

e i

Determinacion de Fibra: (Método: Digestion acido- basico).

Pesamos 2 gramos de materia seca desengrasada y se coloco en un matraz
de Erlenmeyer de 750 ml. Luego agregamos 200 ml de &cido sulfurico al 10
% (25ml H2SO4 10% llevamos a 200ml), agitamos la mezcla y calentamos
el contenido del matraz hasta ebullicion, dejamos hervir durante 30
minutos y luego filtramos. Colocamos el residuo obtenido en la filtracion en
un matras de 750 ml y agregamos 200 ml de NaOH al 10% (25ml NaOH
10% llevamos a 200ml ), calentamos por 30 minutos y filtramos,
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previamente pesamos el papel filtro, lavamos el residuo con etanol y
secamos en la estufa hasta obtener peso constante.
Célculos:

Wrfibra
% fibra = ------------=m--- x100
Wmuestra seca

Fig. 16 : Digestion cido- basico de muestra desengrasada.

Determinacion de Proteinas (Método: Kjeldahl).

Pesamos 0,1 gramo de muestra seca desengrasada. En un balon apropiado
colocamos la muestra con 1,5 g de sulfato de sodio y 0,1 gramo de sulfato
de cobre y 5 ml de H2SO4 concentrado. Luego colocamos en el digestor
hasta observar un color verde agua marina o ligeramente azuloso (operamos
bajo la campana de gases). Dejamos enfriar el balén y afiadimos 30 ml de

agua destilada.

Aparte en un matraz de 125 ml colocamos 5 ml de H2SO4 0,25N y gotas del
indicador rojo de metilo. Colocamos en el destilador la muestra y NaOH
1:1 hasta que se torne a un color negro, dejamos destilar hasta el doble del
volumen del H>SO4. Luego titulamos con NaOH 0,25N hasta que vire a
color amarillo.

Calculos:
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(N° meg-reaccionan) x 0.014
% Nitrogeno = x 100
Wmuestra seca

% Proteina =% N x 6.25

Fig. 17. Determinacion de proteina

f. Determinacion de carbohidratos (Método - calculos)

Se determind por diferencia entre 100 y la suma de las proporciones

centesimales de los componentes: agua, cenizas, grasa, fibra y proteina.

g. Valor calérico (Calculos).

El valor caldrico se calculo de la siguiente forma:

4 (% Proteina) + 9 (%Grasa) + 3,75 (Carbohidratos)

4.5.4. Evaluacion de la hidrdlisis acida de la cascara de naranja y pomelo.
Para evaluar la hidrdlisis acida de la cascara de naranja y pomelo, se implemento

un sistema de reaccion a reflujo a presién atmosférica, con controlador de

temperatura y. agitacion. Se realizaron, 8 ensayos de hidrolisis acida a cada una
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de las muestras (cascaras de naranja y cascara de pomelo), variando: las
concentraciones del acido sulfurico (2%, y 5%), tiempos de reaccion (60 min. y
90 min.), temperaturas del proceso (50°C y 100°C) y relacion liquido/sélido de

30/1. Como se muestra en la tabla 03. Se realizaron 3 repeticiones por cada

ensayo.
Tabla 03: Variables evaluadas en la hidrolisis acida
H2SO4 Temperatura Tiempo Ne
Ensayo (CC) (T°) (T-R) (Replicas)
(%) (°C) (min.)
1 2 50 60 3
2 5 50 60 3
3 2 100 60 3
4 5 100 60 3
5 2 50 90 3
6 5 50 90 3
7 2 100 90 3
8 5 100 90 3

a. Procedimiento del ensayo de hidrolisis.

Se peso 5 gramos de muestra seca Yy se coloco en un baldn esférico, luego se
afiadié 150 ml de la solucion acida, se acoplo un refrigerante para reflujar la
mezcla. Luego se procedidé a calentar en bafio maria, hasta llegar a la

temperatura pre establecida, a partir de este momento se comenzé agitar la
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mezcla controlando el tiempo de reaccion. Finalizado el tiempo de
hidrdlisis, se procedio a filtrar la mezcla para separar las particulas en
suspension y luego proceder a determinar su concentracién en azucares

reductores.

Fig. 18. Evaluacion de la hidrdlisis de la cascar de naranja y pomelo

b. Determinacion de azlcares reductores (Método: Quimico).

- Fundamentacion:
Cuando se usan métodos quimicos el méas aconsejable es el que utiliza el
reactivo de Fehling-Soxhlet, que precipita el 6xido cuproso (Cu.0) en
presencia de una sustancia reductora. EI método puede ser volumétrico o

gravimétrico.

Materiales:

. Baldn aforado de 250 ml
. Baldn aforado de 100 ml
o Vaso de precipitados de 250ml
o Plancha de calentamiento
. Pipetas graduadas de 5ml
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J Papel filtro

- Preparacion del reactivo de Fehling — Soxhlet:

o Solucion de CuSOs . 5H20 (34,639 g en 500 ml de agua)

o Solucion de NaOH/Tartrato de sodio y de potasio (sal de Rochela)
(173 g de la sal de rochela y 50 g de NaOH en un volumen de
500ml)

- Procedimiento. (Método volumétrico).

En un matraz de 250 ml, mezclamos 5 ml de Fehling A con 5 ml de
Fehling B y diluimos con 40 ml de agua. Calentamos la solucion y
dejamos hervir por tres minutos. En seguida afiadimos gota a gota la
solucion azucarada contenida en una bureta hasta que casi desaparezca el
color azul de las burbujas. En éste momento afiadimos tres gotas del
indicador azul de metileno y seguimos titulando en ebullicion hasta que
la solucion del matraz se torne de color rojizo.

Caélculos: Azucares reductores expresado como glucosa.

10f

Donde: a = mililitros de soluciéon azucarada
f =factor: glucosa = 0.4945

X =gr. de aztcar / 100 ml de solucién

Fig. 19. Determinacion de azucares reductores
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4.5.5. Obtencidn de bioetanol a partir de la cascara de naranja y pomelo.

En el siguiente diagrama se muestra los pasos realizados para convertir las

cascaras de naranja y pomelo en bioetanol, estos se desarrollaron por triplicado

con la finalidad de disminuir posibles errores en el proceso.

Fig. 20. Diagrama de flujo para la obtencion de etanol a partir de la cascara de

Cascara seca

Cao

naranja y pomelo.

H,SO, diluido

|

Hidrolisis

A

Filtrado

A

Hidrolizado

— Residuo

Jarabe azucarado

Destoxificacion

l Jarabe destoxificado

Concentracion del
jarabe

v

Fermentacion del
Jarabe

be fermentado

v

Destilacion

—>» Residuo

!
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A. Hidrolisis:
La hidrdlisis se realizo en un recipiente de vidrio pirex (cuba), en donde
mezclamos 20 g. de muestra seca y 600 ml de una solucion de acido sulfurico
al 5% para la cascara de naranja y 2% para la cascara de pomelo, colocamos
el recipiente en una plancha eléctrica con controlador de temperatura y se
procedid a calentar a una temperatura de 50 °C, durante 90 minutos para la
cascara de naranja y 60 minutos para la cascara del pomelo, se agito
constantemente mediante una paleta impulsada con un motor eléctrico como

se muestra en la figura de abajo.

Fig. 21. Hidrdlisis de la cascara de naranja y pomelo a T° 50 °C.

B. Filtrado:

El jarabe obtenido fue filtrado, usando primero una malla, para eliminar
particulas grandes y luego en un embudo de vidrio, para separa las particulas
pequefias usando como medio filtrante papel filtro Wattman 40, logrando

obtener un jarabe libre de material particulado.
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Fig. 22. Filtrado del jarabe hidrolizado

.

C. Destoxificacion:
Al jarabe filtrado se le afiadid CaO hasta obtener un pH=10, luego se titulo

con una solucion e H.SO4 2N, con ayuda de una bureta y potencidmetro

digital. Para regular el pH hasta un valor de 4.

Fig. 23. Destoxificacion del jarabe hidrolizado.

D. Concentracion del jarabe azucarado:

Con la finalidad de incrementar los grados Brix, la solucién filtrada se calento
en una plancha eléctrica para evaporar y concentrar los azucares en la

solucién hasta obtener un volumen de de 250 ml.
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Fig. 24. Concentrado del jarabe azucarado.

E. Fermentacion alcohdlica del Jarabe azucarado.

Para la fermentacion alcohdlica se uso Saccharomyces cerevisiae (Levadura
Liofilizada) previamente activada, esta se afiadid junto con al jarabe
azucarado y se dejo en reposo durante 7 dias a temperatura ambiente. Segin
lo reportado por (Ruiz y Arias 1997).

a. Activacion de la Levadura.
En un vaso de precipitado se coloco 20 ml de agua hervida tibia y 3 g. de
azlcar, luego adicionamos y diluimos 0.4 g., de levadura liofilizada
(marca Flema). Cubrimos la mezcla y la dejamos reposar de 15 a 20

minutos a temperatura ambiente.

Fig. 25. Activacion de la Levadura
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b. Solucion de Nutritiva.

En un vaso de precipitado afiadimos 20 ml de agua destilada y luego
agregamos: 2,5 mg de fosfato de amonio (NH4)2PO4, 5 mg. de sulfato de
amonio (NHa4)2S0s, 2,5 mg. de sulfato de zinc ZnSQOs, 0,5 mg. de sulfato
de manganeso MnSO4 y 0,5 mg. de sulfato de manganesio MgSOa.

Diluimos y guardamos para su posterior uso.

c. Lafermentacién Alcohdlica.

La fermentacion se realizo en un matraz de Kitasato de 500 ml, se afiadio
250 ml del jarabe azucarado, 20 ml de la levadura activada y 5 ml de la
solucion nutritiva, agitamos y cerramos herméticamente, colocando sobre
la tapa un termémetro y en la espita del matraz una trampa de
fermentacion (manguera conectada desde la espita del matraz a un vaso
con agua que contiene una cucharadita de bisulfito de sodio). La
fermentacion se realizo por duplicado durante siete dias, se evaluaron los

parametros de grados Brix y pH durante el proceso fermentativo.

Fig. 26 Fermentacion alcohdlica del Jarabe azucarado.
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F. Destilacion.

La destilacion se realizo para separar el alcohol formado en el jarabe
fermentado y determinar su grado alcoholico. Consistio en calentar a
ebullicion de la mezcla, y su posterior condensacion de los vapores formados.
Obteniendo en la condensacion un liquido mas rico en etanol por ser el

componente més volatil, en relacion al que permanecié en el matraz.

e Destilacion del jarabe fermentado:
Se transfirio 100 ml del jarabe fermentado, eliminandose previamente el
CO: libre, trasegandolas repetidamente entre dos vasos de precipitados al
matraz de destilacion y se diluyo a 150 ml con agua destilada. Se afiadio
unos trozos de porcelana porosa, para evitar que la ebullicién se realice a
borbotones. Montamos el equipo de destilaciéon como se muestra en la

figura 27.

El calentamiento se realizo de tal modo que la destilacion fue lenta, pero
sin interrupciones. El destilado se recogi6 en un matraz aforado de 100
ml, hasta las proximidades del cuello, se enraso con agua destilada y se

agito.

Fig. 27. Destilacion del jarabe fermentado
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Determinacion del grado alcohdlico:

Se peso un picnémetro vacio y seco. Llenamos el picndmetro con agua
destilada y pesamos. Luego llenamos el picnémetro con la disolucion
alcohdlica destilada y se peso. .El peso especifico del destilado se calculd

de la siguiente manera:

Peso del destilado en el picnometro
P. e. del destilado = --------------------m-m-m--—- --
Peso del agua en el picndmetro

Con el valor del peso especifico (P. e.) del destilado se determino los
gramos de alcohol en 100cm® de mosto fermentado, empleando la tabla

de grado alcoholico deducido de su peso especifico.

Fig. 28. Determinacion del peso del picnémetro.

El rendimiento en Bioetanol:
Se determino en forma porcentual, dividiendo los mililitros de bioetanol

obtenidos entre la cantidad de cascara utilizada y multiplicada por cien.

Mililitros de bioetanol
Rendimiento Bioetanol = ---- x 100
Gramos de Cascara
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4.6. Técnicas y recoleccion de datos

Los datos fueron recolectados mediante entrevistas a los diferentes vendedores
de naranja y pomelo, mientras que los resultados obtenidos en el laboratorio se

recopilados en cuadros y/o tablas, para su posterior analisis e interpretacion.

4.7. Procesamiento de la informacion
Los resultados obtenidos estan representados mediante estadistica descriptiva,
usando tablas y graficos. Se realizo el analisis de varianza ANOVA para
observar si existe alguna diferencia significativa entre los resultados obtenidos
en la hidrolisis y observar la interaccion entre los factores en estudio vy
evidenciar cual de ellos tiene mayor influencia en el proceso de hidrolisis, para

esto se utilizo el paquete estadistico Minitab 16.

51



CAPITULO V

5. RESULTADOS:

5.1. Caracteristicas fisicas y quimicas de las cascaras de naranja y pomelo.

Tabla 04: Valores medios de las caracteristicas fisicas y quimicas de las cascaras

de naranja y pomelo.

. Cascara de Naranja | Cascara de Pomelo
Determinaciones - N
Promedio DS Promedio DS

Humedad 64.44 +3.89 70.63 +3.58
Ceniza 1.29 +0.18 0.37 +0.08
Grasa 0.89 +0.25 0.21 +0.05
Fibra 10.89 +0.50 4.60 +0.57
Proteina 7.01 +1.27 0.23 +0.14
Carbohidratos 15.49 +5.17 23.96 +3.65
Valor calérico 94.15 +14.37 92.66 +13.38

Fig. 29. Comparacion de las caracteristicas fisicas y quimicas de las cascaras de

naranja y pomelo

B Cascara Naranja
B Cascara Pomelo
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10,89
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&

52



5.2. Hidrolisis acida de la cascara de naranja.

Tabla 05: Rendimiento en azucares reductores obtenidos mediante la hidrolisis
acida de la cascara de naranja.

g. AR/g. cascara

Ensayo TR CC To
seca
1 60 2 50 0,3533 £ 0,06
2 90 2 50 0,4267 £ 0,02
3 60 5 50 0,4633 + 0,07
4 90 5 50 0,7967 £ 0,03
5 60 2 100 0,3267 £ 0,02
6 90 2 100 0,3633 £ 0,01
7 60 5 100 0,4400+0,12
8 90 5 100 0,3867 £ 0,01

TR: Tiempo de reaccion (min).

CC: Concentracion del H2SO4 (%).

TO : Temperatura de reaccion.

AR: Azucares reductores.

Fig, 30. Grafica de cubos del rendimientos en azucares reductores obtenidos en la
hidrolisis acida de la cascara de naranja.
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Tabla 06: Analisis de varianza (ANOVA) del rendimiento en azucares reductores
obtenidos en los ensayos de hidrolisis acida de la cascara de naranja.

GL SC CM F P
Fuente
Ensayo 7 0.46731 0.06676 22.33 0.000
Error 16 0.04783 0.00299
Total 23 0.51514

S=0.05468 R-cuad.=90.72% R-cuad.(ajustado) = 86.65%

Tabla 07: Analisis del rendimiento en azucares reductores obtenidos en los
ensayos de hidrolisis acida de la cascara de naranja, mediante Intervalo de
confianza individuales.

Nivel

QW 10U W

N
3
3
3
3
3
3
3
3

o O O 0O O o o O

Media
.35417
.42667
.46083
.719667
.32760
.36400
.44147
.39107

Desv.Est.
0.
.01507
.07010
. 02504
.01749
.00280
.11761
. 00647

o oD O O O oo

06292

Desv.Est. agrupada = 0.05468

ICs de 95% individuales para la media
basados en Desv.Est. agrupada
Y T Tt tmmm————— tmmm +-==
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Tabla 08: Analisis de varianza de los efectos y coeficientes estimados de las
variables en estudio; TR, CCy T°, en la hidrdlisis acida de la cascara de naranja.

Termino Efecto Coef SE Coef T P
Constante 0,44458 0,01137 39,09 0,000
TR 0,09750 0,04875 0,01137 4,29 0,001
CC 0,15417 0,07708 0,01137 6,78 0,000
TO -0,13083 -0,06542 0,01137 -5,75 0,000
TR*CC 0,04250 0,02125 0,01137 1,87 0,080
TR*TO -0,10583 -0,05292 0,01137 -4,65 0,000
CC*T° -0,08583 -0,04292 0,01137 -3,77 0,002
TR*CC*T° -0,08750 -0,04375 0,01137 -3,85 0,001

Para un alfa =0,05.
S=0,0557150 PRESS =0,11175
R-cuad. =90,45% R-cuad(pred.) =78,52%  R-cuad. (ajustado) = 86,28%

Fi. 31. Grafica de efectos estandarizados de las variables en estudio (TR, CC y
T°), en la hidrolisis acida de la cascara de naranja (para un alfa =0,05).

99
Tipo de efecto
® No significativo
95 B Significativo
Factor Nombre
90 - =B A TR
B ccC
80 BA C TO
.g 70 4 .
8 60 -
§ 50 - EBC
s 197 ®ABC
a. 30
20 - mAC
104 -mC
5 -
1 T T T T T T
-5.0 -2.5 0.0 2.5 5.0 7.5
Efecto estandarizado
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Fig. 32 Grafica de contorno de AR vs CC, TR a T°=50°C, en la hidrolisis acida de

la cascara de naranja.
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Fig. 33. Grafica de superficie de AR vs CC,TR a °T=50°C, en la hidrolisis acida

de la cascara de naranja.
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5.3. Hidrdlisis acida de la cascara de pomelo.

Tabla 09: Rendimiento en azucares reductores obtenidos mediante la hidrolisis
acida de la cascara de pomelo.

g. AR/g. cascara

Ensayo TR CC To
seca
1 60 2 50 0,8500 + 0,06
2 90 2 50 0,8300 £ 0,03
3 60 5 50 0,7300 + 0,07
4 90 5 50 0,6233 + 0,04
5 60 2 100 0,6467 £ 0,09
6 90 2 100 0,9033+0,10
7 60 5 100 0,9467 £ 0,04
8 90 5 100 0,6100 + 0,06

TR: Tiempo de reaccion (min).
CC: Concentracion del H2SO4 (%).
TO : Temperatura de reaccion.

AR: Azucares reductores.

Fig. 34. Grafica de cubos del rendimientos en azucares reductores obtenidos en la
hidrolisis acida de la cascara de pomelo.
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Tabla 10: Analisis de varianza (ANOVA) del rendimiento en azucares reductores
obtenidos en los ensayos de hidrolisis acida de la cascara de pomelo.

Fuente GL SC CM F P
Ensayo 7 0,36567 0,05224 12,76 0,000
Error 16 0,06551 0,00409

Total 23 0,43117

S=0,06399 R-cuad.=84,81% R-cuad.(ajustado) =78,16%

Tabla 11: Andlisis del rendimiento en azucares reductores obtenidos en los
ensayos de hidrolisis acida de la cascara de pomelo, mediante Intervalo de
confianza individuales.

ICs de 95% individuales para la media
basados en Desv.Est. agruphda

Nivel N Media Desv.Est.--———- o ——_ fomm e —— o e
1 3 0,8504 0,0601 (-——-- *omoo)
2 3 00,8288 0,0319 |
3 3 00,7304 0,0655 (--—-- *———-)
4 3 00,6256 0,0336 (----- ko)
5 3 0,6446 0,0911 (-—-=-%-——--)
6 3 0,9026 00,0974 (-———*-——-)
7 3 0,9453 0,0380 (m———*%—=—-)
8 3 0,6101 0,0590 (-—--- o)
—_—— SIS I SIS o
0,60 0,75 0,90 1,05

Desv.Est. agrupada = 0,0640
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Tabla 12: Analisis de varianza de los efectos y coeficientes estimados de las
variables en estudio; TR, CCy T°, en la hidrolisis acida de la cascara de pomelo.

Termino Efecto Coef SE Coef T P
Constante 0,76750 0,01322 58,008 0,000
TR -0,05167 -0,02583 0,01322 1,96 0,068
CC -0,08000 -0,04000 0,01322 -3,03 0,008
TO 0,01833 0,00917 0,01322 0,69 0,498
TR*CC -0,17000 -0,08500 0,01322 -6,43 0,000
TR*TO 0,01167 0,00583 0,01322 0,44 0,665
CC*T° 0,08333 0,04167 0,01322 3,15 0,006
TR*CC*T° -0,12667 -0,06333 0,01322 -4,79 0,000

S=0,0557150 PRESS =0,11175

R-cuad. =90,45% R-cuad(pred.) = 78,52%

R-cuad. (ajustado) = 86,28%

Fig. 35. Grafica de efectos estandarizados de las variables en estudio (TR, CCy
T°), en la hidrolisis acida de la cascara de pomelo (para un alfa =0,05)).
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Fig. 36. Grafica de contorno de AR vs CC,TR a T°=50°C, en la hidrolisis acida de
la cascara de pomelo.
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Fig. 37. Grafica de contorno de AR vs CC, TR a T°=50°C, en la hidrolisis acida de
la cascara de pomelo.
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5.4. Obtencidn de etanol a partir de la cascara de naranja y pomelo.

5.4.1. Jarabes azucarados obtenidos en la hidrolisis acida de la cascara de naranja
y pomelo.

Resultados obtenidos a partir de 20g de cascara seca y 600ml de H2SOa,

Tabla 13: Promedio del volumen, azucares reductores (AR), °Brix y pH, de los
jarabes azucarados obtenidos en la hidrolisis.

Cascara | H2SO4 | T° | Tiempo Jarabe azucarado

(%) (°C) | (min) | Vol. (ml) | AR(g/100ml) | °Brix pH
Naranja 5 50 90 500 3,19 7,5 0,25
Pomelo 2 50 60 480 3,54 8,5 0,99

Fig. 38. Comparacion entre los; volimenes, azucares reductores (AR) y Grados
Brix (°Brix) de los jarabes azucarados obtenidos.

500

480.0

B Cascara Naranja
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A AN

Vol. (ml) AR (g/100ml) °Brix
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5.4.2. Destoxificacion de los jarabes azucarados de las cascaras de naranjay
pomelo.

Tabla 14: Promedio del volumen, pH y °Brix , de los jarabes azucarado al final
de destoxificacion.

Jarabe azucarado Ca0 H,S0 Jarabe destoxificado
Cascara Vol. Vol. P
(ml) pH @ | 2Nmb |y | PH Brix
Naranja 500 0,25 20 51 485 4 7,5
Pomelo 480 0,99 10 4.8 460 4 8,5

5.4.3. Concentracion de los jarbes azucarados destoxificados de las cascaras de
naranjay pomelo.

Tabla 15: Promedio de los volimenes y °Brix de los jarabes azucarados al
inicio y final de la concentracién.

Jarabe azucarado Inicial Jarabe final
Cascara
Vol. (ml) °Brix Vol. (ml) °Brix
Naranja 485 7,5 250 10,0
Pomelo 460 8,5 250 12,0
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5.4.4. Comportamiento de los grados Brix y pH, durante la fermentacion
alcoholica de los jarabes azucarados obtenidos de la cascara de naranja y

pomelo.

Tabla 16: Valore medios de los grados °Brix y pH, durante la fermentacién del
jarabe azucarado de la cascara de naranja.

Componente Tiempo de fermentacion (dias)
0 0,5 1 2 3 4 5 6 7
°Brix 10,0 | 9,0 7,5 50 | 3,95 | 37 3,9 3,8 3,7
pH 40 | 3,85 | 3,65 | 3,35 | 3,32 | 3,34 | 3,33 | 3,32 | 3,36

Fig. 39. Grafica del °Brix y pH versus tiempo de fermentacion, del jarabe
azucarado de la cascara de naranja.
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Tabla 17: Valore medios de los los grados °Brix y pH, durante la fermentacion del
jarabe azucarado de la cascara de pomelo.

Componente Tiempo de fermentacion (dias)
0 0,5 1 2 3 4 5 6 7
°Brix 12 10 80 | 58 | 42 | 37 | 38 | 378 | 38
pH 4,00 | 3,90 | 3,85 | 345 | 3,32 | 3,33 | 3,35 | 3,39 | 3,46
Fig. 40. Grafica del °Brix y pH versus tiempo de fermentacion del jarabe
azucarado de la cascara de pomelo.
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5.4.5. Rendimientos en bioetanol obtenido a partir de las cascaras de naranjay

pomelo.

Tabla 18: Grado alcohdlico, de los jarabes azucarados fermentados.

Jarabe azucarado Peso Grado alcoholico
fermentado e; ssla'[(i:li;ijc(;) % peso % Volumen g./100 cm?®
Cascara de naranja 0,9996 0,21 0,27 0,21
Cascara de pomelo 0,9994 0,32 0,40 0,32

Tabla 19: Rendimiento en Bioetanol obtenido a partir 20 g. de cascara de naranja

y pomelo.
Jarabe azucarado Volumen Grado Bioetanol Rendimiento
fermentado alcohdlico (ml/g cascara
(ml) (ml /200ml) (ml) seca)
Cascara de naranja 250.00 0,27 0,68 0,034
Cascara de pomelo 250.00 0,40 1,00 0,050
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6. DISCUSION DE RESULTADOS

El andlisis fisico y quimico realizado a las cascaras, de naranja y pomelo mostraron
diferencias marcadas en relacion a algunas caracteristicas, como es el caso del
contenido de fibra, con valores de 10,89% para la naranja y 4,60% en el pomelo,
mientras que el contenido de carbohidratos fue de 15,49% y 23,96% respectivamente,
estos valores se podrian explicar, por el mayor contenido de albedo en la cascara de
pomelo (material pomposo y de color blanco), en donde al parecer estarian
concentrados una mayor proporcién de carbohidratos, o que no ocurre en la cascara de

naranja al contener menor cantidad albedo.

El disefio experimental empleado (disefio factorial 2%), mostro ser el apropiado para
evaluar el proceso de hidrolisis acida de la cascara de naranja y pomelo, se realizaron
ocho ensayos, en donde se evaluaron las tres variables en estudio con dos niveles,
concentracion de acido sulfarico (CC) al 2% y 5%, tiempo de reaccion (TR) a 60min y
90 min. y temperatura de reaccion (T°) a 50°C y 100°C, parametro que segun estudios
realizados por, Ferrer et al 2002, Alvear et al 2009 y Genera 2013, mostraron tener un
efecto significativo en el proceso de hidrdlisis de materiales lignocelulosicos para

obtener jarabes azucarados.

El analisis de varianza (ANOVA) realizado, a los valores medios del rendimiento en
azucares reductores (AR), obtenidos en los ensayos de la hidrolisis acida de la cascara
de naranja, mostro una diferencia significativa con un p<0,05 para un nivel de
confianza 0=0,05 indicando que los valores obtenidos era diferente. Al ser analizados
mediante sus intervalos de confianza, se pudo observar que el resultado obtenido en el
ensayo cuatro presentaba un intervalo de confianza con valores superiores y no se
intersectaba con los intervalos de los demas ensayos, para un nivel de confianza del
95%, siendo este el que obtuvo el mejor rendimiento en azucares reductores (AR =
79,67%), ensayo en el que se trabajo a una concentracion de acido sulfarico al 5%,

tiempo de reaccion de 90 min., y temperatura de 50°C.

66



Las tres variables en estudio, evidencian un efecto significativo en el proceso de
hidrolisis acida de la cascara de naranja, EIl ANOVA muestra un p<0,05, para las tres
variables con un nivel de confianza a=0,05. Siendo la CC, el que produce el efecto
positivo mas grande con 0,15417, indicando que al incrementar la CC, también se
incrementa la conversion en azucares reductores (AR). La Temperatura, mostro el
segundo efecto mas grande pero de signo negativo -0,13083, indicando que el
rendimiento en la conversion en AR a una temperatura més alta es menor en relacién a
una temperatura baja. El tercer efecto lo presento el Tiempo de reaccion con 0,09750 de
signo positivo indica que a mayor tiempo el rendimiento en la conversion también se ve

favorecida.

Al analizar los efectos de la interaccion entre las variables, se encontrd que el modelo
presenta tres efectos de dos variables, dos de ellas TR*T° y CC*T° que producen un
efecto de interaccion significativo p<0,05 con valores de -0,110583 y -0,08583,
mientras que la interaccion entre TR*CC no presento evidencia de un efecto
significativo. Ademas el modelo muestra un efecto de tres factores TR*CC*T° que
presenta un efecto de interaccion significativo p<0,05 con valor de -0,08750. Todos los
efectos producidos por las interacciones de las variables fueron negativos, de acuerdo a
estos resultados se encontré evidencia que el efecto de interaccion entre estas variables
influye negativamente en el rendimiento de conversién en azucares reductores (AR)
durante el proceso de hidrdlisis acida de la cascara de naranja. Todo parece indicar que
el incremento de T° en la reaccion, estaria afectando negativamente a los efectos

positivos que tienen las variables CC y TR en el rendimiento en AR.

Al analizar los resultados de la hidrolisis de la cascara de naranja, mediante una grafica
de contorno/superficie, para visualizar los valores de respuesta obtenidos y las
condiciones operativas deseables, se encontrd que al fijar la temperatura de la reaccién
a T°=50°C, se puede observar que la maxima conversion en azucares reductores se
lograria eligiendo los pardmetros operacionales de CC cercanos a 5% y TR cercanos a
90 min., configuracion ubicada en la esquina superior derecha de la figuras 32 y 33 de
las graficas de contorno y region de la superficie que ofrecen un rendimiento superior al
70% en AR.
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El ANOVA realizado, a los valores medios del rendimiento en azucares reductores
(AR), obtenidos en los ensayos de la hidrélisis acida de la cascara de pomelo, mostro
una diferencia significativa con un p<0,05 para un nivel de confianza a4=0,05 indicando
que existia una diferencia entre los valores obtenidos. Los ensayos 1, 2, 6 y 7, son los
que presentaron los mejores valores de conversion en azucares reductores; 85%, 83%,
90.33% Yy 94.67% cuando se trabajaron a concentraciones de acido sulfarico, tiempos de
reaccion, y temperaturas de: (2%, 60min y 50°C), (2%, 90 min. y 50°C), (2%, 90 min. y
100°C) y (5%, 90 min. Y 100°C) respectivamente. Al analizar los resultados obtenidos
mediante sus intervalos de confianza, se puede observar gque los intervalos de los valores
medios del rendimiento en azucares reductores, obtenidos en los ensayos 1, 2, 6 y 7 se
sobreponen, esto nos indica que los resultados obtenidos en estos ensayos, no presentan

diferencia estadistica para un nivel de confianza del 95%.

De las tres variables en estudio, solo uno evidencio un efecto significativo en el proceso
de hidrolisis acida de la cascara de pomelo, EIl ANOVA muestra un p<0,05, para la CC
con un nivel de confianza a=0,05. Produciendo un efecto de -0,08, indicando que al
incrementar la concentracion del acido sulfdrico se produce una disminucion en la
conversion en azucares reductores (AR). La Temperatura (T°) y Tiempo de reaccién
(TR), no mostraron tener un efecto significativo en el proceso de hidrolisis acida.

Al analizar los efectos de la interaccidn entre las variables, se encontrd que el modelo
presenta tres efectos de dos variables, dos de ellas TR*CC y CC*T° producen un efecto
de interaccion significativo p<0,05 con valores de -0,17 y 0,083, mientras que la
interaccidon entre TR*T° no presento evidencia de un efecto significativo. Ademas el
modelo muestra un efecto de tres factores TR*CC*T° que presenta un efecto de
interaccion significativo p<0,05 con valor de -0,12667. Los efectos negativos evidencia
que la interaccion entre estas variables influye negativamente en el rendimiento de
conversion en azucares reductores (AR) durante el proceso de hidrolisis acida de la
cascara de pomelo. En la interaccion entre CC*Te, el efecto positivo mostrado parece
indicar que el incremento de T° en la reaccidn, estaria influenciando positivamente al

efecto negativo que tienen las variables CC en el rendimiento en AR.
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Al analizar los resultados de la hidrolisis de la cascara de pomelo, mediante una grafica
de contorno/superficie, para visualizar los valores de respuesta obtenidos y las
condiciones operativas deseables, se encontro que al fijar la temperatura de la reaccion
a T°=50°C, se puede observar que la méxima conversion en azucares reductores (AR),
se lograria eligiendo los parametros operacionales de concentracion de acido sulfurico
(CC) cercanos al 2% y tiempo de reaccién entre 60 y 90 min., configuracion ubicada en
la parte inferior de las figuras 36 y 37 de las graficas de contorno y superficie que

ofrecen un area con rendimientos superior al 85% en AR.

De 20 gramos de cascara de naranja y pomelo, mediante hidrolisis acida, usando 600 ml
de acido sulfurico al 5% y 2%, tiempo de reaccion de 90 y 60 minutos respectivamente
y manteniendo la temperatura en ambos casos a 50°C, se logro obtener; 500 ml de
jarabe azucarado, con un pH de 0,25 y 7,5 grados brix, cuando se uso cascara de
naranja, mientras que con la cascara de pomelo se consiguié 480 ml de jarabe
azucarado, con un pH de 0,99 y 8,5 grados brix. El mayor valor de grados brix que
muestra el jarabe azucarado de la cascara de pomelo en relacion a la cascara de naranja,
era de esperarse debido a que este mostro un mayor rendimiento en azucares reductores

cuando se evaluo el proceso de hidrolisis a estas mismas condiciones.

Cuando se realizo el tratamiento de los jarabes azucarados, obtenidos de la cascara de
naranja y pomelo, con oxido de calcio (CaO) y acido sulfurico 2N, los volimenes de
estos disminuyeron a valores de 485ml y 460 ml, lograndose ademas corregir el valor
del pH a 4,0. Los valores de los grados brix se incrementaron de 7,5 a 10,0 yde 8,5 a
12 respectivamente, cuando se concentraron mediante evaporacion, hasta alcanzar un

volumen final de 250 ml.

La fermentacion alcoholica de los jarabes azucarados de la cascara de naranja y pomelo
se realizo durante siete dias, observandose una disminucion de los grados Brix el jarabe
azucarado de la cascara de naranja desde 10,0 °Brix hasta 3,95 °Brix en tres dia de
fermentacion, manteniéndose luego constante. En el caso del jarabe azucarado de la
cascara del pomelo los grados Brix disminuyeron desde 12,0 °Brix hasta 3,7 °Brix en

cuatro dias, manteniéndose constante hasta completar los siete dias.
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Segun Chang 2006, en una fermentacion alcohdlica, por cada 2 grados Brix se deberia
obtener un 1% de alcohol etilico, para el caso del jarabe azucarado de la cascara de
naranja que contenia 10 grados Brix, su produccién de etanol seria técnicamente 5%,
mientras que para el jarabe azucarado de la cascara de pomelo que presentaba 12 grados
Brix, la produccion de etanol deberia ser del 6%. Sin embargo en la tabla 18 se muestra
el rendimiento en etanol obtenido a partir de los jarabes azucarados de las cascaras de
naranja y pomelo, de 0,27% y 0,40% respectivamente, encontrdndose por debajo de los
valores teoricos respecto a lo citados. Obteniendo una conversion de 0,034 ml de

etanol/gramo de cascara de naranja y 0,05 ml de etanol/gramo de cascara de pomelo.
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7.

CONCLUSIONES

+ La cascara de naranja presento un en su composicién quimica: Humedad
64,44%, ceniza 1,29%, grasa 0,89%, fibra 10,89%, proteina 7,01%,
carbohidratos 15,49% y valor calorico 94,15 Kcal. Mientras que la cascara de
pomelo presento las siguientes caracteristicas: Humedad 70,63%, ceniza 0,37%,
grasa 0,21%, fibra 4,6%, proteina 0,23%, carbohidratos 23,96% y valor calorico
92,66 Kcal.

+ El mayor rendimiento en azucares reductores en la hidrolisis acida de la cascara
de naranja fue de 79,67%. cuando se trabajo a una concentracion de acido
sulfurico del 5%, temperatura de reaccion de 50°C y tiempo de reaccién de 60
minutos, para una relacion solido liquido 1/30.

+ La variable temperatura (T°), interacciona negativamente con las variables
concentracion de acido sulfarico (CC) y tiempo de reacciéon (TR), afectando el
rendimiento de azucares reductores en la hidrdlisis acida de la cascara de
naranja.

+ Las condiciones operativas deseables en la hidrélisis acida de la cascara de
naranja se logra fijando la T° a 50°C y concentraciones de acido sulfurico
cercanos al 5%, y tiempo de reaccién cercanos a 60 minutos, para una relacion
solido liquido 1/30.

+ Los mejores rendimientos en azucares reductores en la hidrolisis acida de la
cascara de pomelo fueron de: 85%, 83%, 90,33% y 94,67% cuando se trabajaron
a concentraciones de acido sulfarico, tiempos de reaccion, y temperaturas de:
(2%, 60min y 50°C), (2%, 90 min. y 50°C), (2%, 90 min. y 100°C) y (5%, 90
min. y 100°C) respectivamente. No presentando diferencia estadistica
significativa cuando se analizaron mediante sus intervalos de confianza.

+ El incremento de la concentracion de acido sulfirico disminuye el rendimiento
de conversion en azucares reductores (AR) durante la hidrolisis acida de la
cascara de pomelo, rendimiento que mejora cuando se incrementa la temperatura
(T°) en la reaccion.

+ Las condiciones operativas deseables en la hidrélisis acida de la cascara de
pomelo se logra fijando la T° a 50°C y concentraciones de acido sulfdrico
cercanos al 2%, y tiempo de reaccion entre 60 y 90 minutos, para una relacion
solido liquido 1/30.
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*

7.1.

El rendimiento en etanol obtenido a partir de los jarabes azucarados de la cascara
de naranja y pomelo fueron de 0,27% y 0,40% con una conversién de 0,034 ml
de etanol/gramo de cascara seca y 0,05ml de etanol/gramo de casara seca,
respectivamente.

RECOMENDACIONES

Realizar la hidrolisis acida de las cascaras de naranja y pomelo, en un reactor
con sistema de reflujo con regulador de temperatura automatizado, para poder
tener un mejor control de esta variable.

Filtrar los jarabes azucarados obtenidos en la hidrolisis acida, usando un
sistema de filtracién al vacio, para disminuir el tiempo de contacto del &cido
con los azucarados fermentables obtenidos, debido a que este podria
degradarlos y alterar los resultados finales.

Activar previamente la levadura antes de la fermentacion, usando como
sustrato parte del jarabe azucarado obtenido, para que la levadura se adapte al
medio y pueda producirse el proceso de fermentacion mas rapidamente.

Los materiales usados en el proceso fermentativo tienen que estar
completamente esterilizados, para evitar la contaminacion de otros
microorganismos del ambiente, porque afectarian en el rendimiento del
proceso.
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Anexo 1: Resultado de los analisis fisicos y quimico de las cascaras de naranjay

pomelo.

Resultado del analisis fisico quimico de la cascara de naranja

Determinaciones I I Semana T v Promedio DS
Humeda 70.00 64.13 62.35 61.27 64.44 189
Ceniza 1.37 1.17 1.11 1.49 1.29 0.18
Grasa 1.24 0.83 0.63 0.87 0.89 0.25
Fibra 11.21 10.76 11.34 10.24 10.89 0.50
Proteina 1.52 8.23 7.04 5.25 7.01 1.27
Carbohidratos 8.66 14.88 17.53 20.88 15.49 3.17
Valor calorico 73.72 96.19 99.57 107.13 94.15 14.37

Resultado del analisis fisico quimico de la cascara de pomelo
o Semana .

Determinaciones | I T v Promedio DS
Humeda 75.10 70.44 66.34 70.63 70.63 158
Ceniza 0.39 0.35 0.28 0.47 0.37 0.08
Grasa 0.19 0.23 0.15 0.27 0.21 0.05
Fibra 4.90 4.58 3.10 3.80 4.60 0.57
Proteina 0.29 0.09 0.14 0.40 0.23 0.14
Carbohidratos 19.13 2431 27.99 24.41 23.96 3.63
Valor calérico 74.61 03.39 106.87 05.37 92.66 13.38
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Anexo 2: Resultados de la evaluacion de la hidrolisis de la cascara de naranja.

Ne| TR CC T oBx  |AR(g/100ml)| Vol.(ml) |AR(g/zMP seca)
1 60 2 30 4.00 L65 125 041
2 60 2 30 3.7 L15 125 0.29
3 60 2 50 3.80 145 125 0.36
4 50 2 50 3.30 177 125 0.44
3 50 2 30 4.00 LG5 125 0.41
b 90 2 30 3.70 L0 125 0.43
J 60 3 30 8.00 L60 125 0.40
8 60 5 50 8.00 215 125 0.54
9 60 5 50 7.80 178 125 0.45
10 50 3 30 1.30 3.09 125 0.77
11 50 3 30 1.30 3.29 125 0.82
12 90 3 30 1.60 3.18 125 0.80
13 60 2 100 4.50 1.4 140 0.35
14 60 2 100 4.50 L15 140 0.32
15 60 2 100 4.60 112 140 0.31
16 50 2 100 4.50 L3 140 0.37
17 50 2 100 4.50 130 140 0.36
18 90 2 100 4.70 L2 140 0.36
19 60 3 100 8.40 2.06 140 0.58
20 60 5 100 8.00 137 140 0.38
21 60 5 100 8.20 130 140 0.36
22 50 3 100 3.50 137 140 0.38
23 50 3 100 3.20 141 140 0.39
A 90 3 100 3.30 141 140 0.39
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Anexo 3: Resultados de la evaluacion de la hidrolisis de la cascara de pomelo.

N2 R (C T °8x  [AR[g/100ml)| Vol.(ml) |AR{g/zMP seca)
1 60 2 30 4.00 3.53 120 0.85
2 60 2 50 3.80 3.80 120 091
3 60 2 30 410 3.30 120 0.73
4 90 2 30 4.50 3.30 120 0.7
5 90 2 30 440 3.53 120 0.85
b 90 2 30 4.60 3.53 120 0.8
7 60 3 30 8.00 15 120 0.66
8 60 5 50 190 3.5 120 0.79
9 60 3 30 150 3.09 120 0.74
10 90 3 30 8.00 247 120 0.59
11 90 3 30 130 2.60 120 0.62
12 50 3 30 8.00 15 120 0.66
13 60 2 100 4.50 24] 133 0.66
14 60 2 100 440 206 133 0.55
15 60 2 100 4.50 7 133 0.73
16 90 2 100 4.00 3.9 133 0.88
17 50 2 100 3.80 3.80 133 101
13 50 2 100 4.10 3.09 133 0.62
19 60 3 100 8.50 3.53 137 0.97
20 60 3 100 840 3.9 137 0.90
il 60 3 100 8.30 3.53 137 0.97
2 90 3 100 8.00 215 137 0.59
2 50 5 100 190 2.06 137 0.36
4 90 3 100 810 241 137 0.63
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Anexo 4: Resultados de la fermentacion alcohdlica de las cascaras de naranja y

pomelo.

A. Fermentacion de jarabes azucarados

Fermentacion alcohdlica de la cascara de naranja

Tiempo pH “Bx
(dias) M1 M2 w3 X DS | M1 | M2 | M3 X D5
0.0 2 | 4| a [a0[ o [100]105] 3.5 [10.00] 0.50
0,5 3.91 | 379 3.84 | 385 (0.06] 9.4 | 9.1 | 85 |9.00]| 046
1.0 3.69 | 3.59 | 3.67 | 365 (0.05] 6.8 | 81 | 7.6 | 7.50 | 0.66
2.0 337 (338 3.3 | 335|004 45 | 5.6 | 4.9 | 5.00 | 0.56
3.0 335 (334 3.28 | 332|004 41| 3.6 | 41 | 3593 | 0.25
4.0 3.36 [ 3.33 ) 3.32 | 334 |002) 3.8 | 3.6 | 3.7 | 3.70| 0.10
2.0 3.35 | 332 3.31 | 333 (002] 3.9 ) 3.8 | 40 | 3.90 | 0.10
6.0 3.34 ( 3.32] 3.31 | 332 |002) 3.8 | 3.7 | 3.9 | 3.80 | 0.10
7.0 3.37 [ 3.35 ] 3.36 | 336|001 3.7 | 3.8 | 3.7 | 3.73 | 0.06
Fermentacion alcohdlica de la cascara de pomelo.
Tiempo pH "Bx
(dias) M1 M2 | M3 X DS | M1 | M2 | M3 X DS
0.0 4.00 | 4.00 | 4.00 | 4.00 r 0 |11.9]|12.3|11.8|12.0 | 0.26
0,5 397 | 3.81 | 398 (3590 (012 9.9 |10.2| 9.9 | 10.0 | 0.17
1.0 3.89 | 3.75 | 391 (385|009 8.1 | 8.2 | 7.7 | 8.0 | 0.26
2.0 347 | 349 | 338 [345(006| 6.2 | 54 | 5.9 (| 5.8 | 0.40
3.0 3.35 | 331 3.29 (332 (003 4.7 | 43 | 3.7 | 4.2 | 0.50
4.0 3.34 | 3.30 | 334 (333|002 39| 3.5 | 3.7 | 3.7 | 0.20
5.0 3.35 | 336 | 3.34 [ 335|001 359 | 3.6 | 3.8 3.8 | 0.15
6.0 341 | 3.38 | 3.37 [ 339|002 39 | 3.6 | 3.7 3.7 | 0.15
7.0 344 | 346 | 347 (346 (002 39| 3.6 | 3.8 | 3.8 | 0.15

82




Anexo 5: Resultados obtenidos en la determinacion del grado alcoholico de los
jarabes fermentados.

Calculo del peso especifico del jarabe fermentado:

P. e. del destilado =

Caccars Peso del pigndmetro mas destilado 05

1 2 3 PROMEDIO
Naranja 23,8369 238784 23,8662 23,8672 0.01
Pomelo 23,8685 23.8701 23.8601 23.8662 0.01

Peso del destilado en el picnometro

Peso del agua en el picnémetro

Peso pigndmetro | Peso pigndmetro | Peso pigndmetro|  Peso (Grado alcoholico
Vacio misagua | masdestilado | especfico | %peso | %volumen| g /100cm3
Naranja 18.5163 23.86% 23.8672 0.9%% 0.1 0.27 0.21
Pomelo 18.9163 23,8692 23.8662 0.99% 0.32 04 0.32
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Anexo 6: Tabla para calculo del grado alcohdlico a partir del peso especifico.
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