Obtaining second-generation bioethanol from orange
peel using a biorefinery concept

Magali Camila Vivas-Cuellar, MSc. !
! Universidad Nacional de Ingenieria, Perti, mvivas@uni.edu.pe

Abstract— Currently, orange peel waste (Citrus sinensis) generated in juice shop, restaurants, markets, and other industries is a
renewable raw material due to its cellulose content (37%) for the production of second-generation bioethanol. The process to optimize the
conversion of orange peel cellulose to bioethanol will involve the following steps: physical pretreatment, enzymatic hydrolysis to obtain
glucose containing sugars, fermentation of the syrup with Saccharomyces cerevisiae, distillation, and subsequent dehydration. The variables
studied will include temperature, pH, reaction time, and solvent ratio to increase yield and optimize each step.

Optimal conditions for cellulase enzyme dosage levels were obtained for the production of bioethanol from orange peels in hydrolysis.
The treatment of 50 grams of orange peel with 400 mL of water and 10 mL of cellulase enzyme at 55 ° C for 1 hour, an increase in sugar
content from 3 brix to 5.9 brix. After fermentation with Saccharomyces Cerevisiae from 5.9 brix it was reduced to 4 brix..
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Resumen— Actualmente los desperdicios de cdscara de naranja
(Citrus Sinensis) que son generados en juguerias, restaurantes,
mercados, entre otras, son materia prima renovable por su
contenido de celulosa (37%) para la obtencion de bioetanol de
segunda generacion. El proceso a optimizar la conversion de la
celulosa de la cdascara de naranja a bioetanol seguird las etapas de:
pretratamiento fisico, hidrolisis enzimdtica para obtener el
glucosado con contenido de aziicares, fermentacion del jarabe con
Saccharomyces  Cerevisiae, destilacion 'y la respectiva
deshidratacion. Donde las variables que se estudiardn serdn la
temperatura, pH, tiempo de reaccion y proporcion del solvente para
aumentar el rendimiento y optimizar cada una de las etapas.

Se obtuvo las condiciones optimas de los niveles de
dosificacion de la enzima celulasa para la produccion de bioetanol
a base de cdscaras de naranja en la hidrélisis El tratamiento de 50
gramos de cascara de naranja con 400 mL de agua y 10 mL de
enzima celulasa a 55°C por 1 hora, un incremento del contenido de
azucares de 3 brix a 5.9 brix. Luego de la fermentacion con
Saccharomyces Cerevisiae de 5.9 brix se redujo a 4 brix.

Palabras clave-- Bioetanol, cdscaras de naranja, enzima,
Saccharomyces Cerevisiae, hidrolisis.

I. INTRODUCCION

La generacion de biocombustibles a partir de los
desperdicios de cascara de naranja es una alternativa
prometedora ya que por un lado se lograra usar una fuente
renovable para la produccién de bioetanol y se aprovechara un
residuo natural [2, 3, 4, 5, 6, 7, 9, 11, 14, 15, 16]. Desde el
concepto de biorrefineria se da un valor agregado al desecho
para generar un biocombustible como bioetanol, con el uso de
tecnologia aplicada al caso real en el Pert1.

Los desechos de frutas y verduras representan entre el 20
y el 50% de los desechos domésticos en varios paises,
mientras que los desechos de cascaras de citricos (CPW)
constituyen un residuo principal en la categoria especifica. La
produccion mundial de citricos (naranja, limon, lima, naranja
dulce, etc.) constituye mas de 121x106 t anuales, mientras que
el sector de fabricacion de zumos industriales genera alrededor
de 25x106 t de CPW. El CPW formado durante el
procesamiento de la fruta consiste principalmente en cascaras
y pulpa prensada (semillas y membranas de segmentos), lo
que representa el 50% del peso de la fruta. [1, 12]

La céscara de naranja es un recurso lignoceluldsico que se
caracteriza por presentar baja composicion de lignina (7-9%) y
alto contenido de azucares solubles, asi como se muestra en
las siguientes tablas [13]:

Tabla 1. Contenido de monosacaridos

Cascara de naranja

Monosacarido (% peso seco)
Ramnosa 0.9
Arabinosa 8.4
Manosa 3.0
Galactosa 6.4
Glucosa 25.8
Xilosa 37

Tabla 2. Componentes de la cascara de naranja

Cascara de naranja

Componentes (% peso seco)
Azlcares 9.6
Lipido 4.0
Proteina 9.1
Pectina 23.0
Lignina 7.5
Celulosa 37.1
Hemicelulosa 11.0
Ceniza 2.6

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, El aprovechamiento integral del material
lignoceluldsico persigue métodos de fraccionamiento de los
compuestos estructurales (celulosa, hemicelulosa y lignina),
de dos clases: métodos de hidrolisis y métodos de
lignificacion. [8, 10].
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El propésito 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.

Virreira Joaquin, Goéngora Oscar (2014) realizd una
caracterizacion fisico-quimica de las cascaras de naranja y
pomelo. Ademas obtuvo bioetanol a base de las cascaras de
ambos citricos y concluyé que la variable temperatura,
interacciona negativamente con las variables concentracion de
acido sulftirico y tiempo de reaccion, afectando el rendimiento
de azucares reductores en la hidrolisis acida de la cascara de
naranja

Siti Hajar Mohd Azhar et. al (2017) realizo una revision
de la influencia de las levaduras en las etapas del proceso de
produccion de bioetanol y concluyé que el método de
sacarificacion y fermentaciéon simultdnea es un proceso
efectivo de inmovilizacion de levaduras y de produccion de
alta eficiencia de etabnol.

Patsalou, Maria et.al, (2019) en su articulo ha demostrado
el potencial de una nueva biorrefineria de residuos cero para la
producciéon de biocombustibles renovables a partir de
desperdicios de cascaras de citricos a través de tecnologias de
bajo impacto ambiental.

Se evaluo el efecto de la concentracion de la enzima
celulasa y la temperatura en la hidrolisis enzimatica [14, 15,
16]. También se hizo un tratamiento térmico para remover la
lignina de la cascara de naranja.

II. MATERIALES Y METODOS

Se establece los procedimientos para tener un protocolo
estandar y poder comparar los resultados obtenidos. Ver Fig.
1.
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Figura 1. etapas del proceso de obtencion de etanol de cascara de
naranja.

Cada etapa del proceso de obtencion de bioetanol de la
cascara de naranja, se establecio de las referencias consultadas
y con los materiales y equipos disponibles en el laboratorio de
Ingenieria Quimica de la Facultad de Ingenieria Quimica y
Textil de la Universidad Nacional de Ingenieria.

A.  Preparacion de la cascara de naranja

Se us6 un secador por conveccion forzada para secar la
cascara de naranja 60°C por 24h. La cascara se distribuye en
las rejillas del secador (ver Fig. 2). El tiempo de secado
influye en la cantidad de masa de cascara se naranja seca,
también la temperatura de secado.
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Figura 2. Diferentes lotes de Cascara de naranja fresca en el secador

Los lotes de cascara de naranja utilizados tenian diferente
humedad, en algunos lotes a las mismas condiciones de secado
de 60°C por 24 horas, y se observaron zonas oscuras que
indicaban que se estaban carbonizando.

La cascara de naranja seca se retiro del secador y se peso,
para conocer cuanto se obtiene de cascara de naranja seca (ver
Fig. 3). En la tabla 3 se muestran algunos datos de los lotes de
cascara de naranja secos.
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Figura 3. Cascara de naranja seca

Tabla 3. Resultado del porcentaje de pérdida de peso de la semilla de
naranja después del secado.

Cascara de Naranja  Cascara de Naranja Peso perdido
fresca (g) seca (g) (%)
2000.0 * 985.0 50.7
447.0° 141.7 68.5
2000.0® 788.8 60.6

secado a 65°C * secado a 60°C

La cascara de naranja seca se trituro mediante un
molino de tornillo manual (ver Fig. 4 y Fig. 5). Luego se pas6
por un tamiz malla ASTM10. Luego se guardd en un
desecador para su uso en la hidrolisis enzimatica.

B. Hidrolisis enzimatica.

La hidrolisis enzimatica requiere enzimas para hidrolizar
las materias primas en azicares fermentables. Existen tres
tipos de enzimas que se utilizan comUnmente para la
degradacion de la celulosa, como endo-B-1,4-glucanasas,
celobiohidrolasas y B-glucosidasas. La actividad de la enzima
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celulasa esta influenciada por la concentracion y la fuente de
la enzima. La celulosa se degradara en azucares reductores en
condiciones de reaccion suaves (pH: 4,8-5,0, temperatura: 45—
50°C). La eficiencia de la hidrdlisis enzimatica estd
influenciada por condiciones optimizadas como temperatura,
tiempo, pH, carga de enzimas y concentracion de sustrato.

Se realizo mezclas de 50 gramos de cascara de Naranja
seca con 400 mL de agua osmotica en un vaso de 600 mL. El
pH medido es de 4.5. Se ajusto el agitador a 350 rpm y se
controla la temperatura (ver Fig. 6 y Fig. 7) por 1 hora. Se
cambia la dosificacion de enzima celulosa.

Se realiza un pretratamiento térmico a la cascara de
naranja seca antes de iniciar la hidrolisis, cambiando la

temperatura en 90°C, 80°C, 70°C y 60°C. Ver tabla 5.

Tabla 5. Pretratamiento termico antes de la hidrolisis enzimatica

T (°C) Brix inicio Brix fin
90 5.0 6.5
80 3.0 6.0
70 3.0 5.0
60 4.0 5.0

Luego se enfria hasta 55°C y se agrega 10 mL de enzima
celulasa para continuar con la hidrolisis enzimatica. Ver tabla
6.

Tabla 6. Hidrolisis enzimatica luego del tratamiento termico

T (°C) Brix inicio Brix fin
55 6.5 7.8
55 6.0 75
55 5.0 6.5
55 5.0 6.5

C. Fermentacion

Para la fermentacion se filtra la solucion fria (ver Fig. 8) y
se inoculd con 5 gramos de levadura activa seca comercial
(Saccharomyces cerevisiae) disuelta en un poco del jarabe. La
fermentacion lo realizé con un volumen efectivo de trabajo de
aproximadamente 230 ml en un recipiente plastico a 25°C por
tres dias. Se midio los grados brix al finalizar la fermentacion.
Se obtuvo los siguientes resultados mostrados en la tabla 7.:

Tabla 7. Fermentacion de tres dias

T (°C) Brix inicio Brix fin
25 7.8 4.0
25 75 5.0
25 6.5 5.0
25 6.5 5.0

Figura 7. Control de temperatura y dosi
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Se obtienen los datos que se muestran en la tabla 4.

Table 4. Hidrolisis enzimatica con celulasa

T (°C) -V (mL) Brix inicio Brix fin
60 - 10 3.0 6.0
60 -15 3.0 6.1
55 -10 3.0 5.9
55 - 15 4.0 6.0

Luego se filtra para separar el liquido fermentado y
enviarlo a la destilacion. (ver Fig. 8)

Figura 8. solucion filtrada para fermentar y residuo solido
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III. RESULTADOS

La dosificacion de la enzima celulasa en la hidrolisis
enzimatica para convertir la celulosa en azucares fermentables
influye en la obtencion de los azucares. Ademas el tratamiento
térmico ayuda a incrementar el contenido de azucares.

A. Dosificacion de enzima celulasa.

Tabla 4 muestra que la dosificacion de la enzima celulosa
de 10mL a 15 mL incrementa una pequefia cantidad la
concentracion de azucares.

B. Efecto de la temperatura en la hidrolisis enzimatica

La enzima celulasa comercial usada tenia un rango de
temperatura recomendado entre 55°C y 60°C.

En la tabla 4 la temperatura de 55°C a 60°C en la
hidrolisis enzimatica incrementa en 1 grados brix la
concentracion de azucares.

C. Efecto del tratamiento térmico

El calentamiento de la cascara de naranja por una hora a
diferentes temperaturas (ver Fig. 9 y Fig. 10) indica que hay
una mayor cantidad de azucares para la hidrolisis cuando la
temperatura aumenta.

En la tabla 5 la temperatura de 90°C por una hora permite
un aumento de los grados brix de 5.0 a 6.5 en la mezcla de 50
gramos de cascara de Naranja con 400 mL de agua osmotica.

Figura 9. Pretratamiento térmico realizado a 70°C

Figura 10. Pretratamiento térmico realizado a 60°C

IV. CONCLUSIONES

Se obtuvo de 50 gramos de cascara de naranja con 400
mL de agua y 10 mL de enzima celulasa a 55°C por 1 hora, un
incremento del contenido de azucares de 3 brix a 5.9 brix.

Con cascara de naranja con pretramiento térmico a 90°C
por 1 hora, se obtuvo un incremento de grados brix de 5 a 6.5.
Luego del tratamiento enzimatico con celulosa se logré 7.8
brix. Finalmente, en la fermentacidon con levadura
Saccharomyces Cerevisiae se logra una reduccion de los
grados brix de 7.8 a 4.0.

Se obtiene un proceso que dentro del concepto de
Biorrefineria se da valor agregado al residuo cascara de
naranja, donde no se requiere el uso de insumos quimicos para
el pretratamiento de la cascara de naranja antes de la hidrolisis
enzimatica con enzima celulosa comercial.
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