‘CONGRESO INTERNACIONAL DE INVESTIGACION E INNOVACION 2014”
Multidisciplinario
10y 11 de abril de 2014, Cortazar, Guanajuato, México

ISBN: 978-607-95635

Produccion de bioetanol a partir de la fermentacidon alcohdlica de jugo de

naranja con Saccharomyces cerevisiae.
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Lizarraga Renddn Raul, Peinado Sandoval Anais, Rosas Mendivil Rubén.

Introduccion. Una fermentacidn es un
proceso de transformaciéon quimica de las
sustancias orgdnicas, llevado a cabo por las
enzimas producidas por los microorganismos
y que, generalmente, va a acompanado de
un desprendimiento de gases y de un efecto
caldrico. Las enzimas o fermentos
segregados por los microorganismos son
poderosos catalizadores de naturaleza
proteica que, sin embargo pueden actuar de
forma independiente de la o de los
respectivos  microorganismos que los
generan (Vincent y cols. 2006).

Un tipo de fermentacién es la fermentacion
alcohdlica, que es una reaccién que permite
degradar azlcares en alcohol y didxido de
carbono. La conversion se representa
mediante la ecuacion:

CeH1206 > C,H;0H +2 CO,

Las principales responsables de esta
transformacion son las levaduras. La
Saccharomyces cerevisiae, es la especie de
levadura usada con mas frecuencia. Por
supuesto que existen estudios para producir
alcohol con otros hongos y bacterias, como
la Zymomonas mobilis, pero la explotacién a
nivel industrial es minima. A pesar de
parecer, a nivel estequiométrico, una
transformacién simple, la secuencia de
transformaciones para degradar la glucosa
hasta dos moléculas de alcohol y dos
moléculas de biéxido de carbono es un
proceso muy complejo, pues al mismo
tiempo la levadura utiliza la glucosa vy
nutrientes adicionales para reproducirse.
(Vazquez, 2007).

En nuestra regién es conocida la importancia
de la produccién de los citricos, sin embargo
existen razones econdmicas y de mercado
que indican la necesidad de estudiar nuevas
alternativas para su industrializacién, que se
ofrezcan productos novedosos al mercado.
Una posibilidad es la transformacién del jugo
de naranja en wuna bebida alcohdlica
fermentada “Vino de Naranja” (Tejeda y
cols., 2010). La calidad de los vinos
elaborados de frutas citricas, en general se
caracteriza por el jugo, la levadura utilizada
para su fermentacion y su proceso de
elaboracion.

Objetivos. El objetivo del presente trabajo es
producir etanol por medio de la fermentacion
alcohdlica de jugo de naranja, utilizando la
levadura Saccharomyces cerevisiae, con el
fin de comprobar que este sustrato es una
alternativa viable de produccion.

Materiales y métodos. Para la activacién de

la levadura se tomd aproximadamente 7
gramos de ésta y fue activada en 100 ml de
agua destilada a 32°C en agitacién por 5
minutos. Para la preparacién del preindculo
se selecciond jugo de naranja sin pulpa para
llevar a cabo la fermentacion. Se tomé 50 ml
de jugo y se vacié en un matraz de 250 ml,
posteriormente a su esterilizacién, ya en
temperatura adecuada se le adiciono 10 ml
de la levadura previamente activada. Se
incubd por 12 horas a 32°C y se tomd una
muestra para realizar conteo celular.
Posteriormente se llevé a cabo Ia
inoculacién para la cual se esterilizd en
matraces de 500 ml, 200 ml de jugo y se
inoculé con 10 ml del preinéculo previamente
establecida su concentracién celular en
5.03x10" mediante conteo celular en camara
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Neubauer, realizando primeramente una
dilucion de 1:10. Se tomd6 muestra en tiempo
cero y se dejo incubar por 4 dias a 32°C,
realizando muestreos el primer dia cada 4
horas, el segundo dia cada 8 horas, el tercer
dia cada 12 horas y el cuarto dia cada 24
horas.

Para la determinacion de biomasa se utilizd
el método peso seco, el cual consistio en
tomar 5 ml del jugo en fermentacion, se le
realizé centrifugado a 5000 rpm por 10 min y
se tomo el sobrenadante para posteriores
analisis. Se le agregd 5 ml de agua destilada
al sedimento, para un primer lavado, se
centrifugo en las mismas condiciones y se
repitié el proceso una segunda vez, después
de desechar el sobrenadante se agrego 2 ml
de agua destilada, se agité para homogenizar
la mezcla y se vacié en un pequefo vaso
previamente pesado y etiquetado. Se coloco
la muestra a secar en horno a 50 °C durante
24 horas. Una vez terminada de secar, se
pes6 de nuevo para determinar el peso seco
de biomasa. Para cada muestra se realiz6 el
mismo procedimiento.

Para la determinacion de azlcares
reductores se utilizé el método DNS, el cual
se basa en que los azucares reductores
reaccionan con el acido 3,5-dinitrosalicilico,
reduciéndolo bajo ciertas condiciones y
generando un color rojizo-amarronado (Toma
y cols., 1987).La reduccion de azucares fue
estudiada por medio de la técnica de DNS y
calculada a partir de la curva de calibracion

(figura 1) previamente realizada con
diferentes concentraciones de glucosa y
Curva de Calibracion
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absorbancia medida a una longitud de onda
de 540 nm. La lectura de las muestras se
realizé6 simultdneamente en microplaca al
finalizar el proceso fermentativo, tomando
100 pL del sobrenadante centrifugado.

Figura 1. Curva de calibracion.

Técnica de DNS para azucares reductores.
Se colocdé 100 pl de muestra en un tubo
eppendorf y se le adicioné 100 ul de DNS;
posteriormente se calenté por 5 minutos a
100°C en bafo maria y se dejo enfriar en
agua fria por otros 5 minutos. Se le agregé 1
ml| de agua destilada y se agité en vortex, de
la mezcla se tomé 100 yL y se colocd en
microplaca para llevar a cabo la lectura de
absorbancia a 540 nm.

Para la determinacion de produccién de
alcohol se utilizd un sensor para medir la

concentracién final al 4to dia de la
fermentacion.

Resultados y Discusiones.

Los azucares reductores presentaron

comportamiento descendente conforme se
llevd a cabo el proceso fermentativo tal y
como se muestra en la figura 2. La reduccion
de la concentracidon de azlcares representd
mas del 50% a las 60 horas de iniciada la
fermentaciéon, para después continuar
disminuyendo lentamente y mantenerse en
una concentracion de 0.050 g/L. Este
comportamiento coincide con los resultados
obtenidos por Hoyos y cols. (2010) donde se
consumioé mas del 50% del azucar contenido
en las primeras 36 horas de proceso, en cuyo
estudio la concentracién de azulcares inicial
empleada fue mucho mayor (20g/100ml) que
el contenido inicial de azucares en el
presente estudio (0.32g/L) lo cual podria
explicar la diferencia en la rapidez del
consumo del sustrato.
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Produccion de Etanol. EI comportamiento de
la produccion de etanol fue inversamente
proporcional al consumo de azucar,
mostrando un aumento evidente a las 60

Produccion de Biomasa. La formacion de
biomasa aumenté conforme a transcurria el
tiempo, observandose un sedimento lo que
genera una aglutinamiento celular en el fondo
del matraz. Al igual que en los estudios de

Azucares Reductores Ferreyra, y cols. (2009) y Hoyos y cols.
0,180 (2010) la biomasa fue en aumento en las
0.160 4\ primeras 36 horas del proceso y a partir de
g 0.140 —— las 48 horas se hace evidente una reduccién
§ gjég \ en cuanto a la formacion de biomasa, lo cual
£ 0.080 N es resultado de las afectaciones causadas
Eo.oeo v\’\: + por los cambios de pH, la produccién de
S 0.040 diversos metabolitos, la reduccién de
g:gég azucares y el aumento en la concentracion
0 20 40 60 80 100 de alcohol. La figura 4 representa la
Tiempo (horas) formacion de biomasa en el proceso de
fermentacion.
horas del proceso. Se obtuvo una
concentracion mayor a 15 g/L al finalizar la Concentracién de Biomasa (peso seco).
fermentacion, resultado similar al reportado 2000
por Tejeda y cols. (2010) en un estudio 7,000 o
donde se comparé6 la capacidad de — 6.000 7\/‘/\'\
produccion de etanol a partir de cascaras de %s_ooo \
naranja y pifia, mostrando que la produccion :§4.000
de etanol a partir de naranja representa una ga.ooo / \\<
mejor alternativa por mayor obtencion de S 2000 //
etanol con respecto a la pifa. En la figura 3 1.000
se puede apreciar la produccion de etanol a 0.000
. .y . . 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
partir de la fermentacion de jugo de naranja. Tiariips orsil.
Figura 2. Grafica de azucares reductores. Figura 4. Produccion de Biomasa.
Los rendimientos obtenidos de
Producto. .
biomasa/sustrato y de producto/sustrato
16.000
- " (tabla 1) muestran que el proceso de
= /7/ fermentaciéon a partir de jugo de naranja es
%10_000 muy eficiente para la produccion de etanol,
§ 8.000 Z debido a que el rendimiento con respecto a
§ 6.000 // producto sustrato es del 98.610%; en la tabla
& 4000 2 se muestran las velocidades especificas
2000, tanto de crecimiento de biomasa, consumo
am p” - % p - 2 o de sustrato y formacion de producto.
Tiempo (horas).

Figura 3. Produccién de etanol.
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Tabla 1. Rendimientos.
» Lesly P. Tejeda, Candelaria Tejeda,

Tiempo (horas) [Velocidad especifica (h™) Angel Villabona, Mario R. Alevear,
— Carlos R. Castillo, Daniela L. Henao,

12 p=0.317 Wilfredo Marimén, Natali Madariaga,

12 qp=0.388 Arnulfo  Taron.  Produccion  de

30 qs=0.012 bioetanol a partir de la fermentacién

alcohdlica de jarabes glucosados
derivados de cascaras de naranja y
pifia. Universidad de Cartajena,
Cartajena de Indias (Colombia).
Revista Educacioén en Ingenieria. No.
10. Pp. 120 — 125. ISSN 1900-8260.
2010.

Tabla 2. Velocidades especificas.

Conclusiones. El jugo de naranja resulta un

eficiente medio para la obtencion de etanol,
representando una alternativa eficiente y

sustentable debido a que presenta un alto

rendimiento de producto/sustrato. Se pueden

reutilizar deshechos de naranja como >
sustrato para llevar a cabo una fermentacion

alcohdlica y de ésta manera obtener etanol y

al mismo  tiempo contribuir  al
aprovechamiento de residuos
agroindustriales. Con el presente estudio se

demuestra que el jugo de naranja es una

alternativa viable para la obtencién de etanol >
empleando Saccharomyces cerevisiae.
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