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Resumen 

Los biocombustibles son la alternativa mas rápida de implementación para reducir la 
alta dependencia de combustibles fósiles y la reducción  de las emisión de gases de 
efecto invernadero que estos producen. El bioetanol a partir de la biomasa 
lignocelulósica podría ser un sustituto de la gasolina. Este estudio evaluó la eficiencia de 
Saccharomyces cerevisiae y Zymomonas mobilis en la fermentación de los residuos de 
mandarina (Citrus nobilis). Se comparó la producción de bioetanol usando S. cerevisiae, 
Z. mobilis y la asociación de ambos. El cultivo se realizó por triplicado en un biorreactor 
casero. Los resultados mostraron el rendimiento óptimo de bioetanol después de 120 h 
de fermentación, obteniéndose 7,0 %v/v, 4,2 % v/v y 1,9 %v/v a partir de la asociación, 
S. cerevisiae y Z. mobilis, respectivamente. La asociación produjo los mayores 
rendimientos en la producción de bioetanol, (0,35 g-etanol/g-glucosa), mayor eficiencia 
de conversión de azúcares a bioetanol (67,68 %) y mayor productividad volumétrica 
(1,30 g/L/h). Los hallazgos de este estudio sugieren que los residuos de mandarina 
contienen azúcares fermentables favorables y representan una oportunidad para la 
producción de bioetanol. 

Palabra Clave: Bioetanol; residuos de mandarina; biomasa lignocelulósica; 
Saccharomyces cerevisiae; Zymomonas mobilis; fermentación alcohólica. 

Abstract 

High dependence on fossil fuels and global warming caused by greenhouse gas 
emissions have prompted researchers to look for alternative fuels. Bioethanol from 
lignocellulosic biomass could be a substitute for gasoline. This study evaluated the 
efficiency of Saccharomyces cerevisiae and Zymomonas mobilis in the fermentation of 
tangerine waste (Citrus nobilis). Bioethanol production was compared using S. 
cerevisiae, Z. mobilis, and the association of both. The culture was carried out in 
triplicate in a homemade bioreactor. The results showed the optimal bioethanol yield 
after 120 h of fermentation, obtaining 7.0 %v/v, 4.2 % v/v, and 1.9 %v/v from the 
association, S. cerevisiae, and Z. mobilis, respectively. The association produced the 
highest yields in the production of bioethanol (0.35 g-ethanol/g-glucose), the highest 
conversion efficiency of sugars to bioethanol (67.68 %), and the highest volumetric 
productivity (1.30 g/L/h). The findings of this study suggest that mandarin residues 
contain favorable fermentable sugars and represent an opportunity for bioethanol 
production. 

Keywords: Bioethanol; tangerine waste; lignocellulosic biomass; Saccharomyces 
cerevisiae; Zymomonas mobilis; fermentation. 
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1. Introducción 
 

Garantizar el acceso universal a la energía limpia, segura y asequible se ha convertido en 

uno de los mayores desafíos para los objetivos del desarrollo sostenible (ODS), ya que 

tiene una fuerte correlación con la calidad de vida de un individuo (Awogbemi et al., 

2021). El crecimiento económico y demográfico han provocado un rápido aumento en 

la demanda energética conduciendo a un aumento en las emisiones de dióxido de 

carbono (CO2). Por su parte, Leis (2019) sostiene que la demanda de combustibles 

tradicionales podría alcanzar el cúspide en 2030. A fin de lograr la sostenibilidad, los 

gobiernos deben centrar esfuerzos hacia el objetivo a largo plazo coherentes con el 

Acuerdo de Paris para la transición a unas emisiones netas cero de CO2  en 2050, eliminar 

gradualmente el financiamiento de los combustibles fósiles y fomentar la producción y 

consumo de energías limpias para satisfacer las necesidades energéticas de manera 

equitativa sin comprometer la sostenibilidad futura (PNUMA, 2021). Además, las 

respuestas frente a los impactos del cambio climático están relacionadas al desarrollo 

sostenible que garantiza el equilibrio entre el bienestar social, la prosperidad económica 

y la protección ambiental (IPCC, 2018). 

 

Los biocombustibles se han ganado una popularidad sostenida como alternativa a los 

combustibles fósiles debido a su potencial para reducir las emisiones de CO2, además, 

se consideran neutros en carbono, en cuanto a las emisiones directas de CO2 asociadas 

a su combustión (Sebos, 2022). Por estas razones el despliegue del bioetanol para el 

sector transporte ha seguido aumentando cada año. Según el IICA (2021) durante el 

periodo 2011- 2020, la producción mundial aumentó un 36%, siendo Estados Unidos 
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(41%) y Brasil (26%) los principales productores. A escala comercial, el bioetanol se 

puede encontrar en diferentes concentraciones dependiendo de las legislaciones de 

cada país, en Europa se permite la mezcla de E5 (5% bioetanol y 95% gasolina), en 

Estados Unidos, Brasil y Suecia el más implementado es E10 (90% gasolina y 10% 

bioetanol), como también las mezclas de E85 (85% bioetanol y 15% gasolina), E95 (95% 

bioetanol y 5 % gasolina) y E100 que son implementados en autos con motores 

especiales (Andrade et al., 2017). En el caso de Perú, la Ley de promoción del mercado 

de biocombustibles del 2007 (N°28054), establece 7,8 % de alcohol carburante (Etanol 

anhídrido) y 92,2 % de gasolina, denominado gasolina ecológica. Para utilizar en mezclas 

con gasolina procede a ser  deshidratado para desplazar su punto azeotrópico (Alonso-

Gómez & Bello-Perez, 2018). 

 

La producción de bioetanol a partir de biomasa lignocelulósica, conocida como bioetanol 

de segunda generación (2G) tiene múltiples impactos. Por un lado, contribuye  a la 

reducción de gases de efecto invernadero (GEI), genera valor agregado, colabora con la 

sostenibilidad de los sistemas agroalimentarios (Duque et al., 2021). Aun así, lucha por 

ser competitivo en costo frente al etanol de maíz o caña de azúcar y la gasolina (Kremer 

et al., 2015). El proceso de conversión de la biomasa lignocelulósicas en azúcares simples 

es un procedimiento complicado debido a la existencia de polisacáridos de cadena larga. 

Por lo tanto, requiere de procesos de pretratamiento que producen cambios físicos y 

químicos en la biomasa con el propósito de remover la lignina, solubilizar la hemicelulosa 

y alterar la estructura cristalina de la celulosa (Muñoz, 
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Pantoja & Cuatin, 2014). Las  barreras que presenta  la producción de bioetanol de 2G 

son costos elevados en la etapa de pretratamiento, el alto costo de las enzimas usadas 

para hidrolizar las biomasas lignocelulósicas y el obstaculo para realizar la conversión de 

azúcares de cinco carbonos a etanol (Alonso-Gómez & Bello-Pérez, 2018). 

 

La fermentación es un proceso bioquímico utilizado para romper moléculas orgánicas 

más grandes en otras más simples (Awogbemi et al., 2021). Los microorganismos 

(bacterias, levaduras y hongos) convierten los azúcares (glucosa, galactosa, y fructosa) 

en bioetanol, CO2 y  ATP (Adenosín trifosfato) que usan los microorganismos en su 

metabolismo celular en condiciones anaeróbicas (Tse, Wiens & Reaney, 2021). Entre los 

microorganismos más empleados para la producción de bioetanol, se encuentra la 

levadura Saccharomyces cerevisiae que requiere el rango de pH óptimo entre 4 y 5, 

temperatura moderada (30°C) y poca tolerancia a altas concentraciones de bioetanol 

(Suárez-Machín et al., 2016). Por el contrario, Zymomonas mobilis es una bacteria 

anaerobia facultativa tolerante al oxígeno, presenta alta tolerancia a etanol y azúcares, 

y un amplio rango de pH de fermentación (Carreón- Rodríguez et al., 2019); además, 

utiliza la vía Entner- Doudoroff, que permite la fermentación con 50% menos de 

producción de ATP que la vía Embden-Meyerhof (Herrera et al., 2021). Así mismo, Busic 

et al. (2018) sostienen que Z. mobilis tiene una eficiencia para producir bioetanol hasta 

97% del máximo teórico, mientras que S. cerevisiae presenta una eficiencia en torno al 

90-93%. En ese sentido, uno de los criterios más importantes para la selección de las 

cepas microbianas es la capacidad de tolerar diversas condiciones como deficiencia de 

nutrientes, altas temperaturas, limitaciones de nitrógeno y tolerancia a altas 

concentraciones de etanol. 
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Por lo tanto, el objetivo de la investigacion fue evaluar la eficiencia de Saccharomyces 

cerevisiae y Zymomonas mobilis para la fermentación de los residuos de mandarina. Los 

residuos de mandarina (Citrus nobilis) se utilizaron como sustrato rico en azúcares 

fermentables para la producción de bioetanol usando S. cerevisiae y Z. mobilis. Se evaluó 

el rendimiento en la producción de bioetanol, eficiencia de conversión de azúcares a 

bioetanol y productividad volumétrica tanto para la levadura como para la bacteria y la 

asociación de ambos (S. cerevisiae + Z. mobilis). Al usar residuos de mandarina de 

comercio local, este estudio también buscó ayudar en el uso sostenible de los residuos 

y diversificar los usos finales como complemento a las materias primas actuales para la 

producción de bioetanol en Perú. 

 

2. Materiales y métodos 

2.1 Sustrato 

La biomasa utilizada fue residuos de mandarina (fruta malograda), recogidos del 

mercado Flores de Villa- San Juan de Miraflores. Una muestra de 15 kg fue lavada y 

reducida de tamaño en una licuadora hasta lograr pasar por una malla de 0,5 a 1 mm. 

Además, fue necesario realizar pretratamiento para hacer que el sustrato sea digerible 

para los microorganismos productores de celulasa, para liberar azúcares para la 

fermentación (Ghazanfar et al., 2022) 

2.2 Microorganismos empleados 

Se utilizó una cepa de la levadura S. cerevisiae y la bacteria Z. mobilis, las cuales fueron 

obtenidas de la Universidad Nacional de San Cristóbal de Huamanga, Ayacucho. La 

levadura se sembró en placas con Sabouraud Dextrose Agar, mientras que la bacteria, 

con medio Yeast Extract Peptone Glycerol (Montañez et al., 2011). 

2.3 Preparación de inóculo 
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El inóculo para la fermentación se preparó sembrando una colonia aislada de S. 

cerevisiae y otra de Z. mobilis, desde agar inclinado a placas de Petri estériles mediante 

el método de placa en estrías y se incubaron a 30°C por 48 h. Posteriormente, las 

colonias fueron sometidas a estudios morfológicos, realizándose tinción de Gram en el 

caso de bacterias. 

En matraces Erlenmeyer, se agregaron 500 mL de jugo de residuos de mandarina con 15 

g/ 100 mL de glucosa, 1,5 g de extracto de levadura, 1,5 g de extracto de malta y 2,5 g de 

peptona. El pH del medio fue ajustado a 4,5 con NaOH 5N. Posteriormente los medios 

de cultivos fueron esterilizados en una autoclave a 1 bar y 121°C durante 15 min. Luego, 

los matraces se inocularon con dos asadas de las cepas correspondientes y 

posteriormente fueron incubados a 30°C durante 48 h, y agitadas una vez al día. Luego, 

se analizo la concentración de microorganismos por el método de vaciado en palcas ( 

2X106 UFC/mL). 

2.3. Fermentación 

La fermentación se llevó a cabo junto con la hidrolisis tal como lo describe Ghazanfar et 

al. (2022). Doce matraces cónicos de 1 L de capacidad se clasificaron en cantidad de 

cuatro por grupo, conteniendo cada uno 800 mL de jugo de residuos de mandarina con 

15 g/100 mL de glucosa, 1 g/L de sulfato de amonio (NH4)2SO4 como nutriente, el pH se 

ajustó a 4,5 con NaOH 5N. Posteriormente, los matraces se cubrieron con algodón, se 

envolvieron con papel aluminio y se esterilizaron en una autoclave a 1 bar y 121°C 

durante 15 min y se dejó enfriar a temperatura ambiente. 

En la Figura 1. se puede observar el esquema del proceso de fermentación alcohólica 

para los cuatro tratamientos. 
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Figura 1. Esquema del proceso de fermentación alcohólica. 
 

 
Los microorganismos se inocularon asépticamente en cada matraz e incubados a 30°C 

según cuatro tratamientos: Grupo control, 10% %v/v S. cerevisiae, 10% %v/v Z. mobilis 

y 5% S. cerevisiae + 5% Z. mobilis. La incubación inició cerrando herméticamente el 

matraz y conectando la manguera del matraz a otro contenedor que contenía agua a 

una temperatura de 30°C (Rijal, 2020). La fermentación se llevó a cabo durante 120 h y 

se agitó a mano una vez al día (Ruiz-Marín et al., 2016). Después de 120 h, el 

Cepa S. 

cerevisiae 

Cepa Z. mobilis 

Inóculo 
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caldo fermentado se filtró a través de una gasa de 0,45 µm de diámetro para ser usado 

en el proceso de destilación. 

Durante el proceso de fermentación se tomaron muestras asépticamente, utilizando 

una jeringa estéril de 10 mL en intervalos de 24 h para determinar el contenido de 

azúcares g/ 100 mL, pH y temperatura (Braide et al., 2018). Para el cálculo de los 

parámetros cinéticos como rendimiento de bioetanol, eficiencia de conversión y 

producción volumétrica se utilizaron las siguientes ecuaciones según lo descrito por 

(Ma’As et al., 2020; Montañez et al., 2011). 

 
Rendimiento de bioetanol (g etanol/g glucosa) = 

 

𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸 𝑝𝑝𝑝𝑝𝐸𝐸𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝐸𝐸 (𝑔𝑔/𝐿𝐿) 
 

(1) 

𝐶𝐶𝐸𝐸𝐸𝐸𝐶𝐶𝑝𝑝𝐶𝐶𝐸𝐸 𝑝𝑝𝑑𝑑 𝐸𝐸𝑎𝑎ú𝑝𝑝𝐸𝐸𝑝𝑝𝑑𝑑𝐶𝐶 𝑝𝑝𝑑𝑑𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝐸𝐸𝐸𝐸𝑝𝑝𝑑𝑑𝐶𝐶 (𝑔𝑔/𝐿𝐿) 

 

 
Eficiencia de conversión (%) = 

 

𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸 𝑝𝑝𝑝𝑝𝐸𝐸𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝐸𝐸 (𝑔𝑔/𝐿𝐿) 

0.511∗𝑝𝑝𝐸𝐸𝐸𝐸𝐶𝐶𝑝𝑝𝐶𝐶𝐸𝐸 𝑝𝑝𝑑𝑑 𝐸𝐸𝑎𝑎ú𝑝𝑝𝐸𝐸𝑝𝑝𝑑𝑑𝐶𝐶 𝑝𝑝𝑑𝑑𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝐸𝐸𝐸𝐸𝑝𝑝𝑑𝑑𝐶𝐶 (𝑔𝑔/𝐿𝐿) 

 
x 100 (2) 

 

Productividad de bioetanol (g/L/h) = 
𝑀𝑀𝐸𝐸𝑀𝑀𝑝𝑝𝐶𝐶𝐸𝐸 𝑝𝑝𝐸𝐸𝐸𝐸𝑝𝑝𝑑𝑑𝐸𝐸𝐸𝐸𝑝𝑝𝐸𝐸𝑝𝑝𝑝𝑝ó𝐸𝐸 𝑝𝑝𝑑𝑑 𝑏𝑏𝑝𝑝𝐸𝐸𝑑𝑑𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸 

(𝑔𝑔/𝐿𝐿) 

𝑇𝑇𝑝𝑝𝑑𝑑𝐶𝐶𝑝𝑝𝐸𝐸 𝑝𝑝𝑑𝑑 𝑓𝑓𝑑𝑑𝑝𝑝𝐶𝐶𝑑𝑑𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸𝑝𝑝𝑝𝑝ó𝐸𝐸 (ℎ) 

(3) 

 

2.3. Destilación 

La destilación del fermentado se llevó a cabo en rotavapor (Selecta, modelo RS-3001V), 

a 40 °C y 0,10 mbar de presión reducida. Se agregaron 250 mL del medio fermentado al 

matraz, durante 2h. 

2.4. Métodos analíticos 

Los valores de concentración de azúcares reductores se analizaron de acuerdo con el 

método de Burgos (2020) mediante el ácido 3,5-dinitrosalicílico, cuya concentración se 

determinó por la absorbancia a 540 nm utilizando un espectrofotómetro. 

El segundo método para medir la concentración de azúcares se realizó mediante el uso 

de refractómetro portátil (THE01501), cada 24 h tomando 1mL de muestra. Los 
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resultados se obtuvieron en g /100 mL (Khoja et al. 2018). 
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El grado alcohólico se determinó mediante el método del picnómetro, los resultados se 

obtuvieron en % v/v, y el pH del medio se determinó con un pH-metro portátil. 

2.5. Análisis estadístico 

El diseño experimental consistió en cultivos triplicados en biorreactores. Se usó 

STATISTICS 25 y Excel para el análisis estadístico, y se calculó el promedio de tres 

repeticiones ± desviación estándar para cada grupo. Los resultados se probaron 

estadísticamente mediante análisis de varianza (ANOVA) p ≤0,01, pruebas de 

normalidad de Shapiro-Wilks; y la prueba Tukey (p ≤0,01) según lo descrito por Ruiz- 

Marín et al. (2016). 

3. Resultados y discusión 

3.1. Consumo de azúcares 

La Figura 2 muestra el consumo de azúcares g/ 100 mL (°Brix) a lo largo del periodo de 

fermentación. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 2. Consumo de azúcares por S. cerevisiae, Z. mobilis y S. cerevisiae + Z. mobilis en 
función del tiempo de fermentación, pH = 4,5 y T= 30°C. 
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Se observa que a 48 h después de iniciar la fermentación, S. cerevisiae consumió 6,6 g/ 

100 mL de los azúcares y 10,3 g/100 mL, la asociación S. cerevisiae + Z. mobilis. Sin 

embargo, Z. mobilis tardo 96 h en consumir 3,2 g/100 mL. El pico de consumo de 

azúcares se alcanzó a las 48 h después de iniciar el proceso de fermentación para S. 

cerevisiae y la asociación S. cerevisiae + Z. mobilis, 96 h para Z. mobilis y luego declinó; 

posteriormente ya no hubo diferencias significativas (p > 0,01). Se observa que los 

azúcares en el medio disminuyen en medida que aumenta el tiempo de fermentación. 

Esto se debe a la utilización de los azúcares como fuente de carbono para el crecimiento, 

energía y actividades metabólicas, y a la posterior producción de bioetanol por los 

microorganismos. 

La Figura 3, muestra las concentración inicial y final de azúcares reductores g/L 

fermentada por S. cerevisiae, Z. mobilis y la asociación S. cerevisiae + Z. mobilis. Las 

concentraciones de azúcares reductores iniciales de los tratamientos fluctuaron entre 

185,20 g/L y 186,45 g/L; sin embargo, no se observó diferencias significativas (p> 0,01). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 3. Concentración de Azúcares reductores antes (0 h) y después (120h) del proceso 
de fermentación por S. cerevisiae, Z. mobilis y S. cerevisiae + Z. mobilis. 
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Un total de 179,94 ± 0,06 g/L de azúcares reductores fueron utilizados por la asociación 

de S. cerevisiae + Z. mobilis al final del periodo de fermentación de 120 h, mientras que 

S. cerevisiae utilizó 142,38 ± 1,25 g/L y Z. mobilis, 74,48 ±1,82 g/L. El consumo de sustrato 

presentó diferencias significativas (p < 0,01) entre los microorganismos. 

En las condiciones estudiadas, la asociación de S. cerevisiae + Z. mobilis para la 

producción de bioetanol ha demostrado ser una de las vías más eficientes para 

aumentar el rendimiento del producto, ya que ambas especies contribuyen en reducir 

la glucosa y aumentar la tasa de remoción del sustrato (Ruiz-Marín et al., 2016). Además, 

Tambuwal et al. (2018) sostienen que la asociación de levadura y bacteria experimentan 

vías Embden-Meyerhof-Parnas y Entner-Doudoroff, que convierten el azúcar en alcohol. 

Por su parte, Oliveira et al. (2021) mencionan que la levadura en ambientes ricos en 

nitrógeno ajusta su metabolismo mediante la secreción de aminoácidos, y por lo tanto 

permite la supervivencia de ciertas bacterias generando una interacción mutualista 

entre las dos especies. 

Por otra parte, se debe tener en cuenta que los cultivos de S. cerevisiae consumieron 

más glucosa que Z. mobilis. Si bien Z. mobilis muestra un potencial para la fermentación 

de etanol, también es muy sensible a los inhibidores que se encuentran en los medios 

de fermentación, como los ácidos acéticos derivados de la hemicelulosa. El porcentaje 

bajo de consumo de glucosa obtenido por Z. mobilis puede atribuirse a la inhibición del 

crecimiento celular por la presencia de los compuestos fenólicos de la lignina que se 

convierten en inhibidores de la fermentación (Alonso-Gómez & Bello-Perez, 2018). Así 

también, condiciones ambientales adversas causadas en el pretratamiento de la 

biomasa, 
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incluyendo estrés osmótico, iónico, oxidativo y tipo de sustrato como lo reportan 

Almeida & Franceschi (2016). Por su parte, Vriesekoop & Pamment (2021) sostienen que 

las condiciones de estrés iónico y osmótico inhiben el crecimiento de Z. mobilis causando 

la formación de filamentos. 

Por lo tanto, para mejorar Los rendimientos de producción es esencial hidrolizar la 

lignina, la celulosa y pectinas para convertirlas en azúcares simples. Además, los efectos 

y las interacciones de los inhibidores durante el proceso de fermentación deben ser 

analizados a fondo.  Por su parte, Busic et al. (2018) observaron la formación de levan, 

con sustrato a base de sacarosa durante la fermentación con Z. mobilis, aumentado la 

viscosidad del medio de fermentación y sorbitol a base de fructuosa. 

3.2. Producción de bioetanol 

En la producción de bioetanol la asociación S. cerevisiae + Z. mobilis tuvo mejor 

desempeño que los cultivos por separado, obteniendo la máxima producción de 

bioetanol 62,24 ± 0,27 g/L, mientras que cuando la fermentación fue llevada a cabo con 

S. cerevisiae y Z. mobilis, la máxima producción de bioetanol fue 37,52 ± 3,19 g/L y 16,97 
 

± 0,80 g/L, respectivamente. Los resultados revelan la concentración g/L de bioetanol 

en el orden asociación > S. cerevisiae > Z. mobilis, a 120 h iniciado el proceso de 

fermentación que está de acuerdo con los hallazgos de Tambuwal et al. (2018). Todos 

los tratamientos presentan diferencias significativas entre sí (p < 0,01). 

La figura 4, muestra la concentración porcentual v/v de bioetanol producido por cultivos 

por separado S. cerevisiae, Z. mobilis, así como la asociación de S. cerevisiae + Z. mobilis. 
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Figura 4. Porcentaje v/v de bioetanol producido por cultivos por separado S. cerevisiae, 
Z. mobilis, así como la asociación de S. cerevisiae + Z. mobilis. 
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además tiene tolerancia al etanol (Kalnenieks, Pappas & Bettenbrock, 2020) o E.coli que 

fermenta el ácido galacturónico con un rendimiento de etanol en un 25 y 35% en 

comparación con la fermentación por S. cerevisiae ( Mahato et al., 2021). 

Al utilizar residuos de mandarina (cáscara y pulpa), se presentan los mismos retos que 

con otras biomasas lignocelulósicas. Por un lado, baja conversión de sustrato, debido a 

que, durante el proceso de hidrólisis, las principales azúcares lignocelulósicas consisten 

en D-glucosa y D-xilosa; la co-utilización de estos azúcares es un desafío como lo 

sostienen Kurgan et al. (2021) y Dhungana et al. (2022), debido a la represión de 

catabolitos de carbono, dando como resultado una utilización secuencial y subóptima 

de los azúcares secundarios como la xilosa y la arabinosa, lo que reduce las métricas de 

producción. Por otro lado, los complejos de la biomasa lignocelulosicas requieren un 

proceso de pretratamiento exigente para la remoción de la lignina presente, ya que esta 

constituye una barrera para que puedan ser aprovechados los polisacáridos de interés 

como celulosa y hemicelulosa (Tejeda, Marimon & Medina, 2014; Gómez et al., 2019). 

Busic et al. (2018) sostienen que la elección del pretratamiento depende de la naturaleza 

de la materia prima y de la formación de subproductos. Por su parte, Broda, Yelle & 

Serwanska (2022) sostienen que el pretratamiento de extrusión genera una alteración 

física y química de la estructura compleja de la biomasa lignocelulósico, no produce 

furfural y hidroximetilfurfural (HMF) y puede llevarse a cabo de manera continua. sin 

embargo, debido a los altos requerimientos de energía, puede que no sea 

económicamente la mejor alternativa. Therasme et al. (2021) sostiene que la extracción 

de carbohidratos mediante agua caliente (HWE) es ideal para biomasa leñosa, da como 
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resultado la solubilización de hemicelulosa en su mayor parte en el agua y la escisión de 

grupos de acetato. Se realiza a temperatura elevada de 140 a 180° C por un periodo de 

30 a 180 min sin el uso de productos químicos agresivos. 

Rooni, Raud & kikas. (2017) sostienen que el pretratamiento por congelación a 

temperatura -18°C durante un cierto tiempo, es una técnica prometedora, demostró 

que aumenta significativamente la conversión enzimática de la paja de cebada, dando 

como resultado mayor producción de glucosa y bioetanol. Este método tiene bajo 

impacto ambiental y es relativamente rentable por el bajo consumo de energía y la falta 

de productos químicos tóxicos en el proceso. Así mismo, Nauman et al. (2019) sostienen 

que el pretratamiento de biomasa lignocelulósico con campo eléctrico pulsado (PEF) es 

un método novedoso, aumenta la porosidad y permeabilidad de la biomasa 

lignocelulósico al someter a series de pulsos de alta tensión (5 – 20 kV/cm) de corta 

duración (nano a milisegundos) mejora la hidrólisis de la celulosa dando como resultado 

su conversión eficiente a bioetanol. El método es rentable debido a los bajos requisitos 

de energía y puede ser fácilmente diseñado para las condiciones de biorrefinería. 

3.3. Comparación de parámetros cinéticos 

El resumen de los parámetros cinéticos como rendimiento de bioetanol, eficiencia de 

conversión de los azúcares y productividad de bioetanol para los tres grupos se muestra 

en la tabla 1. 
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Tabla 1 

Parámetros cinéticos de la fermentación de los azúcares de mandarina por S. cerevisiae, 
Z. mobilis y la asociación de S. cerevisiae + Z. mobilis a pH 4,5 y T= 30°C. 

 

Parámetro S. cerevisiae Z. mobilis S.cerevisiae + 

Z.mobilis 

Rendimiento de bioetanol (g- 

etanol/g-glucosa) 

0,26 ± 0,0001 b 0,23 ±0,0003 c 0,35 ± 0,00001a 

Eficiencia de conversión (%) 51,56 ±4,16 b 44,64 ± 9,93 c 67,68 ± 0,24a 

Producción volumétrica (g/L/h) 0,78 ± 0,0014 b 0,35 ± 0,0003 c 1,30 ± 0,0001 a 

+ ART = Azúcares reductores totales. 

Letras diferentes entre columnas indican diferencias significativas (p<0.01). 
 

 

En la tabla 2, se puede observar que la asociación S. cerevisiae + Z. mobilis tuvo mejor 

rendimiento en la producción de bioetanol, mejor eficiencia de la conversión de azúcar 

a bioetanol y una mayor productividad en comparación con las cepas por separado. Sin 

embargo, para lograr una producción de bioetanol a escala industrial, se requiere una 

eficiencia de >90% del máximo teórico, una concentración de bioetanol de > 40 g/L y 

una productividad de > 1 g/L/h (Ma’As., Hasanah., & Cheing, 2020; Ghazanfar et al., 

2022). 

Duque et al. (2021) sostienen que el rendimiento máximo de los procesos bioquímicos 

de producción de bioetanol es de 0,51 g de bioetanol/ g de monosacárido ya sea 

azúcares C5 o C6, pero la eficiencia de producción de bioetanol esta influenciada por 

diferentes factores. Gilna et al. (2017) sostienen que la resistencia de la pared celular 

afecta en gran medida la accesibilidad de los carbohidratos y, por lo tanto, impide la 

liberación de azúcares fermentables. Los sustratos primarios en la fermentación 

alcohólica esta limitada principalmente por la presencia de lignina. Por un lado, el 

polímero de lignina restringe el libre acceso de enzimas hidrolíticas a microfibrillas de 
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celulosa y cadenas de hemicelulosa. Por otro lado, la lignina actúa como adsorbente que 

se une a las moléculas de enzimas en su superficie provocando así su inactivación 

irreversible ( Broda, Yelle & Serwanska., 2022). 

Un estudio similar de Almeida & Franceschi (2016) quienes fermentaron cultivos por 

separado y cultivos mixtos (S. cerevisiae + Z. mobilis), fermentación por lote de cultivos 

mixtos inmovilizados con alginato de sodio y fermentación continua de cultivos mixtos 

inmovilizados, logrando un rendimiento teórico de 70,86%, 79,07% y 80,86% 

respectivamente. Estos hallazgos sugieren que los cultivos asociados e inmovilizados con 

alginato de sodio dan mejores rendimientos, tanto para proceso de fermentación por 

lote o continuos. Por lo tanto, la interacción sinérgica entre diferentes microorganismos 

provee herramientas para nuevas tecnologías de fermentación. 

Por otro lado, se obtuvo una baja productividad con la fermentación de Z. mobilis con 

una eficiencia de conversión de 44,64% con respecto al etanol teórico, la cual es más 

baja en comparación por lo reportado por Khoja et al. (2018) para una biomasa como la 

melaza de azúcar, con una concentración de azúcar 16 g/100 mL, obteniendo una 

producción máxima de bioetanol de 9,3%v/v con una eficiencia de 92,5%. Esta diferencia 

probablemente podría verse afectada por la baja disponibilidad de azúcares 

fermentables en el medio 15 g/100 mL. Bajo esta premisa, el crecimiento de la bacteria 

sería más lento, reduciendo así el rendimiento en la producción de bioetanol. 

Buscando mejorar las condiciones de fermentación para el proceso de producción de 

bioetanol en esta investigación, se podría adicionar acetaldehído como lo reporta 

Vriesekoop & Pamment (2021) quienes demostraron que la adición de este estimula el 
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crecimiento de Z. mobilis sometido a estrés ambiental ocasionado por el furfural, 

acetato y otras sustancias tóxicas que se encontraban en el hidrolizado. Los autores 

obtuvieron una tasa de utilización de azúcar de 25 g/L/h en cultivos no estresados, 13 

g/L/h en cultivos estresados con etanol y 18 g/L/h en cultivos estresados adicionando 

acetaldehído.  

4. Conclusiones                                  

En este estudio, se observó una mayor producción de bioetanol para S. cerevisiae + Z. 

mobilis (7,0 %/% v/v), en comparación con los cultivos separados de S. cerevisiae (4,2% 

v/v) y Z. mobilis (1,9% v/v). Además, los resultados expresaron una eficiencia máxima 

del 67,68 % para S. cerevisiae + Z. mobilis en comparación con el 90 % del máximo teórico 

requerido para la producción a escala industrial. Estos hallazgos demostraron que los 

residuos de mandarina se pueden convertir en bioetanol. Es una alternativa viable y 

promueva la disminución del uso de otras materias primas que compiten por el uso de 

tierra con los cultivos alimentarios. Sin embargo, existe la necesidad de desarrollar un 

proceso de pretratamiento más eficiente y económico que permite la separación 

efectiva de complejos (celulosa, hemicelulosa y lignina) y de esta manera aumenta la 

accesibilidad de las enzimas a los azucares conduciendo a mejores rendimientos. 

Lamentablemente, no existe un pretratamiento universal para todos los tipos de 

biomasa y habitualmente se aplica una combinación de dos o más técnicas 

complementarias para obtener resultados mas satisfactorios. Además el desarrollo de 

mejores estrategias de pretratamiento para biomasa lignocelulósica sigue siendo un 

tema de extensa investigación.  
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6. Anexos 

Anexo 1. Anova y Tukey (0 h) 
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Anexo 2. Anova y Tukey (120 h) 

Anexo 3. Anova y Tukey consumo de azúcares reductores 
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Anexo 4. Anova y Tukey producción de bioetanol 
 

Anexo 5. Anova y Tukey rendimiento de bioetanol 
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Anexo 6. Anova y Tukey eficiencia de conversión 
 

Anexo 7. Anova y Tukey producción volumétrica 
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Anexo 8. Anova y Tukey grado alcohólico 
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