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RESUMEN

La presente Investigacion tiene como propésito determinar la eficiencia
volumétrica y alcohdlica del bioetanol obtenido a base del jugo de naranja
Thompson. El estudio se llevo a cabo bajo una metodologia experimental
donde se realizaron tres tratamientos diferentes en base a la inoculacion del
Saccharomyces cerevisiae en diferentes concentraciones (0.1 %, 0.5 % y 1%)
y con volumen de jugo de naranja de 250 mL. Los tratamientos realizados en
base a las distintas combinaciones y repeticiones, permitieron obtener
bioetanol de 1G. De acuerdo a las cantidades obtenidas, se realizaron
diversos andlisis para medir tanto la eficiencia volumétrica como la alcohdlica
del bioetanol. Los resultados alcanzados evidencian que tratamientos del 1 %
de Saccharomyces cerevisiae registraron la mayor cantidad volumétrica con
un promedio de 56.25 mL de bioetanol. La eficiencia alcohdlica a partir de las
concentraciones de 0.5 % de Saccharomyces cerevisiae generaron un 20 %
de alcohol, siendo el mayor grado registrado. El costo total considerando los
gastos de reactivos, movilizacion, materia prima determinan un indice de USD

1.822 por 1mL de bioetanol producido.

Palabras Claves: Alcohdlica, bioetanol, eficiencia, Sacchoromyces

cerevisiae, volumétrica
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ABSTRACT

The purpose of this research is to determine the volumetric and alcoholic
efficiency of bioethanol obtained from Thompson orange juice. The study was
carried out under an experimental methodology where three different
treatments were carried out based on the inoculation of Saccharomyces
cerevisiae in different concentrations (0.1%, 0.5% and 1%) and with a volume
of orange juice of 250 mL. The treatments carried out based on the different
combinations and repetitions, allowed to obtain 1G bioethanol. According to
the quantities obtained, various analyzes were carried out to measure both the
volumetric and alcoholic efficiency of bioethanol. The results obtained show
that treatments of 1% of Saccharomyces cerevisiae registered the highest
volumetric quantity with an average of 56.25 mL of bioethanol. Alcoholic
efficiency from concentrations of 0.5% of Saccharomyces cerevisiae
generated 20% alcohol, being the highest degree recorded. The total cost
considering the expenses of reagents, mobilization, and raw material

determine an index of USD 1,822 per 1mL of bioethanol produced.

Keywords: Alcoholic, bioethanol, efficiency, Sacchoromyces cerevisiae,

volumetric.
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1 INTRODUCCION

La aceleracién del consumo de combustibles fésiles y la incertidumbre
sobre el calentamiento global han aumentado inevitablemente el interés
comercial por los combustibles renovables en los dltimos tiempos. Ademas,
debido a los niveles de contaminacion alcanzados en el medio ambiente, se
han buscado alternativas al uso de combustibles fésiles, como la biomasa y
el bioetanol. En este aspecto, el bioetanol ha sido considerado como la mejor
opcion para reducir los gases de efecto invernadero y ofrecer un combustible

alterno que disminuya el consumo de hidrocarburos.

En este sentido, el bioetanol presenta algunas ventajas respecto a la
gasolina, ya que tiene un mayor numero de octanos, unos limites de
inflamabilidad en el aire méas altos, amplios y un calor de vaporizacibn mas
elevado. Estas propiedades permiten una mayor relacion de compresién, un
pequefio lapso de encendido y un menor tiempo de inyeccion de alcohol

debido a la rapida velocidad de vaporizacion del etanol (Balat, 2007).

Segun, Meléndez et al. (2021), otras ventajas de obtener bioetanol
como combustible, es que se trata de un producto renovable, ademas, la
tecnologia necesaria para su produccién no es compleja, o que permite a
cualquier pais del mundo desarrollarla y explotarla. Otras de las ventajas en
la obtencion de bioetanol es la reduccién de la dependencia de los
combustibles fésiles, ya que es una de las principales ventajas del uso del
bioetanol, especialmente en los paises no productores de petréleo, donde las
condiciones politicas suelen ser inestables y estar influidas por las

fluctuaciones del mercado (Balat, 2007).

Sin embargo, hoy en dia, la produccion de bioetanol se ha enfrentado a
diversos problemas como es el caso de las fluctuaciones en los suministros
de materia primas, los costos operativos, el pretratamiento, las enzimas u
otras cuestiones logisticas. En este aspecto, se han realizado muchas
investigaciones sobre el uso de diferentes recursos como materiales directos

para la produccion de biocombustible con la finalidad de sobrellevar los



problemas anteriormente expuestos. Es asi que, el uso de productos agricolas
tiene un gran valor para la transformacion de otros productos como es el caso
del bioetanol, esto permitird un mejor aprovechamiento de productos agricolas

anadiéndoles valor.

En este sentido la gestion agroindustrial abarca la produccion de
biocombustibles mediante la transformacion industrial de materias primas
agricolas. En este marco, el bioetanol de primera generacion puede obtenerse
mediante la fermentacion de diversos sustratos procedentes de distintos
azucares, siendo el tipo de biocombustible mas desarrollado del mundo.
Ademas, para producir bioetanol se pueden utilizar diferentes materiales
organicos que contengan azucar, carbohidratos fermentables, celulosa o

hemicelulosa (Jiménez y Anaya, 2014).

Estos biocombustibles se derivan de los cultivos alimentarios y su
produccién puede, por tanto, competir con los alimentos por los recursos.
Muchos paises han adoptado politicas para fomentar la produccién de
biocombustibles por razones de seguridad energética y medioambiental. Tal
es el caso del Citrus sinensis, mas conocido como naranja, este fruto es un
cultivo comun en las zonas de clima tropical, en Ecuador el cultivo de la

naranja es importante y se produce en diferentes partes del pais.

Segun INEC (2013), el cultivo de la naranja abarca 6 529 hectareas de
terreno, generando cerca de 23 000 toneladas de naranjas. La naranja
contiene una gran cantidad de pectinas, celulosa y polisacaridos (conjunto de
moléculas de azlcar enlazadas) que, cuando se fermentan y se someten a
rigurosos procesos de destilacion, dan lugar a alcoholes adecuados para su

uso especifico.

Bajo este panorama, actualmente se esta investigando mucho para
obtener combustible a partir de estos azUcares, sin embargo, debido a la falta
o al desconocimiento de las técnicas o practicas que procesan de manera
conveniente esta produccion, resulta necesario y beneficioso realizar el

siguiente trabajo de investigacion que tiene como finalidad efectuar un estudio
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comparativo de la eficiencia volumétrica y alcohdlica del bioetanol de primera
generacion (1G) del jugo de naranja (Citrus sinensis) Thompson de métodos
extraccibn basados en diferentes concentraciones de levadura
(Saccharomyces cerevisiae), debido a que estas materias primas han sido

analizadas ampliamente por su eficiencia en la fermentacion alcohodlica

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo General.

Realizar estudio comparativo de la eficiencia volumétrica y alcohdlica
del bioetanol de primera generacién (1G) obtenido del jugo de naranja
Thompson (Citrus sinensis) a diferentes concentraciones de levadura

(Saccharomyces cerevisiae).

1.1.2 Objetivos Especificos.

e Caracterizar fisica, quimica y microbiol6gicamente el jugo de
naranja.

e Obtener bioetanol a partir del método de destilaciéon simple a
diferentes concentraciones de levadura.

e Caracterizar fisicamente el producto final.

e Determinar la correlacion volumétrica y alcohdlica del bioetanol
de los tres tratamientos elaborados en las diferentes
concentraciones de levadura (Saccharomyces cerevisiae).

e Establecer la relacidon costo/ beneficio del producto terminado.



1.2Hipotesis

Ho:1 El aumento de la concentracion de la levadura (Saccharomyces
cerevisiae) sobre el jugo de naranja no tiene efecto en la eficiencia volumétrica

del bioetanol obtenido.

Ha: El aumento de la concentracién levadura (Saccharomyces cerevisiae)
sobre el jugo de naranja tiene efecto en la eficiencia volumétrica del bioetanol

obtenido.

Ho2 El aumento de la concentracion levadura (Saccharomyces cerevisiae) no

tiene efecto en la eficiencia alcohdlica del bioetanol obtenido.

Ha2 El aumento de la concentracidon levadura (Saccharomyces cerevisiae)

tiene efecto en la eficiencia alcohdlica del bioetanol obtenido.



2 MARCO TEORICO

2.1 Bioetanol

El bioetanol se ha convertido en una alternativa viable desde el punto
de vista medioambiental, ya que reduce considerablemente las emisiones de
gases de efecto invernadero, en comparacion con los combustibles derivados
del petréleo; en base a lo citado, varios paises del mundo han realizado
investigaciones y estudios sobre la eficiencia y rendimiento de la generacion

de biocombustibles a partir de diferentes tipos de materia primas.

En este sentido, en un estudio realizado por, Llangari (2018), comparo
el rendimiento del bioetanol obtenidos a partir de la biomasa del platano, este
analisis lo efectud bajo dos parametros, dando como resultado que mediante
la prueba de hidrdlisis el rendimiento de la muestra llegé a un 88.09 % y que
mediante la fermentacion el rendimiento de la muestra alcanzé un 40 %. Sin
embargo, en el andlisis de eficiencia volumétrica del bioetanol obtenido los
resultados fueron inferiores a 40 mL para cada uno de las muestras, en cual
este estudio llega a la conclusion que la biomasa del platano tiene una gran
potencia para la obtencién de bioetanol a gran rendimiento.

De igual manera en otro estudio realizado por, Santos y Zabala (2016),
evaltan la produccion de bioetanol a partir de diferentes mezclas de distintos
residuos organicos, los resultados obtenidos en esta investigacion
demostraron que la cantidad alcanzada de bioetanol fue muy baja con un 9.63
g de etanol/kg de sustrato, proveniente de la mezcla de limén y lulo, logrando
un rendimiento de 86 %. Este estudio llega a la conclusiébn que los
rendimientos alcanzados de las diferentes muestras son muy bajos,

obteniendo valores desde 4.78 a 9.63 g de etanol/kg de sustrato.

En este mismo aspecto, Decheco (2019) realizé un estudio para la
obtencion del bioetanol mediante la fermentacion de Saccharomyces
cerevisiae a partir de cascaras de platano de seda, basandose en la hidrdlisis
enzimatica y posteriormente la fermentacion de la materia organica, obtuvo

como resultado que al nivel de 20° Brix presento el mayor aumento alcohdlico

6



(7°A), con un porcentaje de bioetanol de 56.3 % y un rendimiento de 33.7 %.
Concluyendo que, la hidrolisis enzimatica con celulosa fungica y posterior
fermentacién con la levadura se obtiene un producto con un alto valor

agregado.

A la par, en un estudio realizado por, Espinosa (2017), por medio de
hidrolisis y fermentacidon de azucares obtuvo bioetanol a partir de la malanga;
mediante la hidrolisis enzimatica y temperaturas constantes, la autora obtuvo
soluciones de 14, 18 y 22° Brix, las cuales fueron fermentadas utilizando la
levadura Saccharomyces cerevisiae, generando mediante la destilacion el
bioetanol. Como resultado a esta metodologia obtuvo volimenes maximos de
bioetanol puro de 4.94 mL, y una concentracién de 6.34 % V/V. Asi mismo,
como resultado de esta investigaciéon se detalla que el rendimiento de
bioetanol a partir de malanga fue de 2 049 g/kg de almidén de malanga y con

un porcentaje en volumen de alcohol del 13 %.

2.2 Biocombustibles

Los tipos de biocombustibles mas utilizados en Latinoamérica
corresponden a biodiesel y bioetanol, esto gracias a sus accesibles costos de
fabricacion y gran utilidad en las distintas regiones de los paises (CEPAL,
2011).

A continuacion, en la Tabla 1, se muestran los distintos tipos de
procesos Yy tecnologias que son aplicadas para la elaboracion de
biocombustibles de primera generacion:



Tabla 1. Tipos, Procesos y Tecnologias aplicadas en los biocombustibles

Tino Proceso de Tecnologia
b conversion aplicada

Biocombustibles 1ra G. Fermentacion Comercial
Bioetanol (Cafia de azucar y

. Fermentacion Comercial
almidones)
Biodiesel (Oleaginosas,
microalgas, grasas vegetales 'y Esterificacion Comercial e I1+D

animales)

Fuente: CEPAL (2011)
Elaborado por: El Autor

2.2.1 Biocombustible de primera generacion

Se denominan asi a todos aquellos que su metodologia de generacién
es sencilla, estos biocombustibles se producen a partir de azlcar, almidon,
aceites vegetales o0 grasas animales y se consideran alternativas
medioambientales ya que su ciclo de siembra y cosecha puede continuar
indefinidamente con el respectivo manejo del suelo. Asi mismo, contribuyen a
la lucha por un mejor planeta, en el cuidado contra el cambio climatico y

reduccion de los contaminantes ambientales (Cavieres, 2022).

Los biocombustibles de primera generacion (bioetanol, biodiésel y
biogas) son los que se obtienen a partir de la biomasa, especialmente de los
cultivos agricolas destinados al consumo humano, para diferenciarlos de los
de segunda generacion, que no compiten con la produccion de alimentos. En
la actualidad, las tecnologias de produccion de los biocombustibles de primera
generacion son mas sencillas y menos costosas, se diferencian de los de
segunda generacién en el tipo de biomasa que se obtienen en la tecnologia
de procesamiento (Fraire, 2018).

Como se observa en la Tabla 2, los rendimientos potenciales de
bioetanol por Ha cultivada, se expresan de la siguiente manera: Produccion

de bioetanol (g de etanol/100 mL o 100 g de materia prima), rendimiento de
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cultivo (ton ha-1/L ton-1) y utilidad potencial de bioetanol (kg de etanol*ha
cultivada).

Tabla 2. Calculos de rendimiento potencial de bioetanol por hectarea cultivada

. : Produccién de Rendimiento del Utilidad potencial
Materia prima . : :
bioetanol cultivo del bioetanol
Jugo de uva 7.0 11.8a/800b_ 660
Jugo de
6.3 9.2a/700b__ 405
manzana
Jugo de pifia 3.2 42a/480c- 645
Jugo de caia 7.0 76a/580d 3085

Fuente: Zamora et al., (2014)

Elaborado por: El Autor

2.2.2 Biocombustibles de segunda generacion

Se producen a partir de materias primas no alimentarias, como los
residuos agroindustriales y las hierbas de biomasa de alto rendimiento, su
produccion es mucho mas compleja que la de las materias primas de primera
generacion y aun no se comercializan. Se clasifican segun el proceso utilizado
para convertir la biomasa en: bioquimicos obtenidos por hidrdlisis enzimatica,
fermentacién y termoquimicos. Existen tecnologias para convertir la biomasa
en biocombustibles de segunda y tercera generacion, pero ain no se aplican

a la produccion a gran escala (Fraire, 2018).

2.2.3 Biocombustibles de tercera generacion

Los combustibles de tercera generacion se producen a partir de
biomasas distintas a las utilizadas para los biocombustibles de primera y
segunda generacion, basadas en tecnologias emergentes que prometen un
alto nivel de combustible por unidad de superficie y menores costos de
produccion. Estos biocombustibles se producen a partir de materias primas

gue han sido modificadas genéticamente para facilitar su uso energético. Los



agentes de conversion (microorganismos, algas) también se modifican

genéticamente para que el proceso sea mas eficiente (Fraire, 2018).

2.3 Proceso industrial para producir bioetanol de primera generacion
(1G)

Segun Vargas y Giraldo (2015), para producir bioetanol de primera
generacion, se realiza un proceso de obtencion mediante el jugo de la cafia
de azucar donde pasa por dos procesos basicos: fermentacion y destilacion
en el que representan el proceso de obtencion de bioetanol a partir del jugo

de la cafa de azUcar.

En el Gréafico 1, observamos el proceso de produccion de bioetanol a

partir del jugo de la cafia de azUlcar.

Gréfico 1. Produccién de bioetanol a partir del jugo de la cafia de aztcar (Método
de primera generacion).

Cafa do anucar

*

Lavado v Bagaxo

Mokenda

-

+ Jugos azucarados

Nutriertes

*| Formantacion

® Mosto

i

Bioetanol Vinazas

Fuente: Vargas y Giraldo (2015)

De acuerdo con, Nogues y Garcia (2010) se presenta un modelo para
la produccién de bioetanol empleando el jugo de la cafia de aztcar como
materia prima, pasa por un proceso de fermentacioén utilizando levadura de los
azucares (glucosa) contenidos en la materia prima o mediante una
transformacion de hidrolisis, a continuacion, se describe el desarrollo:
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° Se inicia con el lavado de la cafia, para luego ser triturada
hasta llegar a los molinos donde, aplicando presion se extrae el jugo y
se almacena en tanques, mientras que el bagazo se desecha, en esta
etapa se le agrega agua para potenciar la extraccion de sacarosa e

instaurar los jugos.

. El jugo azucarado se calienta a baja temperatura para
que la densidad sea apropiada, pueda pasar por el regulador y poder
prevenir el crecimiento de microorganismos. Se le afiade un ingrediente
quimico para promover la formacién de fléculos y eliminar mediante
precipitacion los cumulos solidificados (también conocido como torta de
filtro), sales de cal y material proteico que resultan téxicos para la
fermentacion.

. Luego, por efecto biolégico de la levadura se realiza la
fermentacién, donde los azlcares que estan en el jugo se transforman
en alcohol etilico y gas carbonico, obteniendo un vino con un 8 % de
etanol en peso aproximadamente, que es enviado por medio de una
bomba hacia las columnas de destilacion, el etanol y vapor de agua
entran a la rectificadora, donde los liquidos residuales (vinazas) salen

por el fondo de la columna.

o En la rectificadora el alcohol es transformado hasta el
punto azeotropico con un 96 % de bioetanol y 4 % de agua en volumen
y se traslada a la torre en forma de vapor saturado para ingresar a la
fase de deshidratacion hasta obtener un grado de 99.6 % de alcohol

que se considera de alta pureza.

El bioetanol es un compuesto quimico utilizado comercialmente como
sustituto de la gasolina tras ser deshidratado hasta alcanzar un 99.4 % de
pureza. Se obtiene de dos formas, la primera de ellas es la fermentacion
directa de azlcares como la glucosa o la fructosa que se encuentran en las

frutas, mientras que la otra se refiere a la descomposicion de azucares que se
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encuentran en granos como el trigo, el maiz, entre otros (Santos y Zabala,
2016).

Independientemente de cual de las dos rutas se siga, el proceso de
produccién de bioetanol se centra en la fermentacion a la que se somete la
materia prima. La diferencia entre los métodos radica en los procesos que
preceden a la fermentacién, ya que, para obtener bioetanol a partir de
materias primas como la cafia de azucar o la remolacha azucarera, soélo es
necesario extraer el jugo de las mismas y luego fermentar, mientras que, en
la descomposicion del maiz y el trigo, el primer paso es moler, licuar y
sacarificar los almidones que contienen para obtener azucares simples con

los que se inicia el proceso de fermentacion (Santos y Zabala, 2016).

2.4 Produccién mundial de bioetanol

El bioetanol es un combustible que se utiliza principalmente para
mejorar la gasolina, cuya ventaja mas evidente es que es totalmente
renovable por naturaleza, ya que el dioxido de carbono que se libera al
guemarse se devuelve a las plantas que lo utilizan durante la fotosintesis,
contribuyendo también a la formacion de la biomasa utilizada para producir
bioetanol (Giron, 2013).

La industria de bioetanol tuvo su apogeo a partir de la década de los
70°s del siglo XX, mismo que sirvié en su momento como aporte y solvente
para la crisis petrolera que se vivia en ese entonces; por lo que se tenia como
objetivo reducir que solo se dependa del combustible fésil. Sin embargo, con
el pasar del tiempo, el bioetanol pasé a ser de tan solo un componente, a ser
el biocombustible mas solicitado con el 65% de produccién a nivel global (Rath
y Singh, 2014).

Segun, Sarris y Papanikolau (2015), en Norteamérica, especialmente
en Estados Unidos, se hacia uso principalmente de aditivos oxigenantes como
parte de los compuestos para la gasolina, dentro de los cuales el bioetanol era

parte de dichos compuestos. Por lo que, a partir del afio 1999, se hacia uso
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de estos con una produccion de 21 millones galones a nivel mundial,
convirtiendo a Estados Unidos de Norteamérica como uno de los principales
productores de estos compuestos que contenian bioetanol como parte de su

mezcla.

Asi mismo, en Latinoamérica en paises como Colombia, la produccion
de bioetanol resulta de aproximadamente 1 200 000 litros diarios, los cuales
reemplazan el 8.5 % del combustible de gasolina que el pais consume
habitualmente. El bioetanol y sus mezclas a través de sus compuestos en los
paises de Latinoamérica se ha ido extendiendo a medida en que se iban

integrando nuevas plantas operativas (Giral y Mancera, 2018).

Dentro del mismo contexto, a nivel nacional la produccién de bioetanol
en Ecuador, es aproximadamente de 100 millones de L/dia, y se espera que
para los proximos afos se alcance un nivel de produccion de 800 millones de

litros al afio (Albarracin y Albuja, 2015).

2.4.1 Métodos de obtencién de bioetanol

Licuefaccion.

Este proceso consiste en convertir los granulos de almidén de la
suspensién concentrada en glucosa, la temperatura a la que debe calentarse
la solucién para la licuefaccion depende de la fuente de la enzima, y las

utilizada es la a-amilasa (Morales y Sanchez, 2004).

Sacarificacion.

Se convierte la solucién licuada de la etapa de licuefaccion en glucosa
con el mayor rendimiento posible. Utilizando glucoamilisa, es posible lograr
una conversion practicamente del almidén en glucosa, ya que hidroliza las
enlaces a1—6 glicosidicos presentes en la amilopectina (Morales y Sanchez,
2004).
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Fermentacion.

Es una reaccion redox interna equilibrada en la que algunos atomos de
la fuente de energia (donante de electrones) se reducen mientras que otros
se oxidan y la energia se produce por fosforilaciéon en el sustrato. Una via
bioguimica muy utilizada para la fermentacién de la glucosa es la glucdlisis,
también conocida como la via Embdem-Meyerhof, en honor a sus descu
(Giron y Funes, 2013).

Segun Giron y Funes (2013), el proceso para la fermentacion se lo
simplifica de la siguiente manera: Azucares + levaduras ------ > alcohol etilico

+ COz2 + calor + otras sustancias.

Destilacion.

La destilacidbn es un proceso unitario que consta de las siguientes
etapas: separacion de los componentes de una mezcla liquida, por
evaporacion y condensacion sucesivas. La separacion se basa en la
diferencia entre las volatidades absolutas de los componentes, lo que lleva a
la formacién de un vapor cuya composicion es diferente al liquido que procede

(Murgas y Vasquez, 2012).

2.5 Fermentacion Bioldgica

La fermentacién bioldgica es un proceso anaerébico formado por la
actividad de microorganismos que transforman carbohidratos, es decir,
azucares como el almidén, la fructosa y la glucosa, en alcohol, mejor dicho,

en bioetanol (Sanchez, 2010).

De acuerdo a Tortora et al. (2018), considera que la fermentacion tiene
diferentes perspectivas fuera de la funcion de producir alcohol, a partir de
aplicaciones relacionadas con la gastronomia, la industria, entre otras, donde
intervienen factores como la cantidad de oxigeno en la materia reactiva. Asi

mismo, se considera que la fermentacion consiste en:
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e Cualquier proceso microbiano a gran escala en condiciones aerébicas
0 anaerobicas.

e Cualquier proceso metabdlico que libere energia y que ocurra
exclusivamente en condiciones anaerdbicas.

e Cualquier proceso metabdlico que libera energia a partir de una
molécula de azucar u otra molécula organica, que no requiere la

presencia de oxigeno ni de una cadena de transporte de electrones.

2.6 Microorganismos fermentadores de bioetanol

Los organismos utilizados para la obtencién de bioetanol deben ser
tolerantes a las altas temperaturas y a elevadas concentraciones de azUcar,
tener un buen rendimiento de alcohol, una fermentacion eficiente y una buena
productividad (Zuzuarregui, 2005). En este sentido, las levaduras son
ampliamente utilizadas para la produccion de etanol por fermentacion, tienen
una alta capacidad para convertir azicares en bioetanol, se separan bien
después de la fermentacion y resisten altas concentraciones de etanol
(hasta 150 g-L-1) (Claassen, 1999).

Los microorganismos mas comunmente usados en el proceso de
fermentacién son las levaduras, entre ellas estan: Saccharomyces cerevisiae,
S. ellipsoideus, S. anamensisi, S. carlsbergensis, Kluyveromyces marxianus,
Candida seudotropicalis, Candida bytyrii, Schizosaccharomyces pombe,

Pichia stipatis y Pichia membranaefaciens (Frazier y Westhoff, 2000).

En este sentido, la levadura Saccharomyces cerevisiae es la especie
mas utilizada para este proceso, las caracteristicas que hacen de esta
levadura el principal organismo fermentador son su alta resistencia al etanol,
su consumo de grandes cantidades de sustratos en condiciones
desfavorables y su alta resistencia a los inhibidores del medio (Lin y Tanaka,
2006). Sin embargo, debido a la falta de genes apropiados, esta especie es
incapaz de metabolizar azucares de cinco carbonos, este inconveniente
condujo a la busqueda de otros organismos de fermentacion, en particular la

bacteria Zymomonas mobilis (Lin y Tanaka, 2006).

15



2.6.1 Levadura.

La levadura Saccharomyces cerevisiae, es un tipo de levadura que
conforma el grupo de microorganismo mas estrechamente asociados con el
desarrollo y bienestar de los seres humanos, su nombre deriva de
Saccharomyces (azUcar) y cerevisiae (cerveza) (Hernandez, 1999). Es una
levadura heteroétrofa que utiliza la glucosa como fuente de energia y tiene una
gran capacidad de fermentacion, pudiendo aislarse facilmente en las plantas,

suelo y los 6rganos digestivos y reproductores (Querol, 2003).

El uso més extendido de esta levadura es en la industria de panaderia
y produccion de cerveza, vino y alcohol. Esta levadura es una de las especies
consideradas como microorganismo GRAS y, por tanto, esta autorizada como
aditivo alimentario (Anadon et al., 2006). De igual manera, puede ser utilizada
para la fermentacion de azlcares en bioetanol, ya que transforma eficazmente
los azUcares de seis carbonos en bioetanol, ademas de las hexosas como la

glucosa (Villagbmez, 2009).

Esta levadura no se puede utilizar como fuente de carbono en los
azucares de cinco carbohidratos, esto hace que disminuya el rendimiento del
proceso, ya que se pierden algunos azucares. Varios estudios se han basado
en la modificacion del metabolismo de la levadura mediante la introduccién de
genes, utilizando naturalmente pentosas como fuente de carbono para

convertirlas en bioetanol (Villagbmez, 2009).

A continuacion, en la Tabla 3, se detalla la clasificacién taxonémica de

la levadura Saccharomyces cerevisiae:

16



Tabla 3. Clasificacion taxondmica

Reino Hongo

Divisibn  Amastogomycota
Clase Ascomicetas
Subclase Hemiascomycetidae
Orden Endomycetales
Familia Saccharomycetaceae
Subfamilia Saccharomycetaidae
Genero Saccharomyces
Especie  Cerevidisiae

Fuente: Nieto (2009)
Elaborado por: El Autor

2.7 Uso del bioetanol

El bioetanol tiene como finalidad, elaborar combustible, bebidas y en la
industria. Su uso como combustible representa el 61 % de la produccion
mundial, como aditivo para la mezcla de derivados del petréleo, cerca del 23
% se destina a la industria de transformacion (cosmética, farmacéutica,
quimica, entre otras) y el 16 % restante a la industria de las bebidas.
(Espinosa, 2017). Del mismo modo, la produccién y el uso de bioetanol como
alternativa a los combustibles fésiles ha recibido mucha atencién en el
contexto de los esfuerzos para prevenir el calentamiento global y ampliar el

suministro de energia (Olguin, 2015).

Segun, Mosalves et al., (2006), el bioetanol tiene diversas aplicaciones

en diferentes sectores tales como:

e Bebidas fermentadas para consumo humano (vinos, licores, entre
otros)
e Separador de colorantes para la produccion alimentaria y textil

e Disolventes de aceites.
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2.8 Naranja

La naranja es un fruto dulce, miembro del género citricos de la familia
Rutacea. Esta especie botanico citrus es el mas extendido del mundo, su
familia consta de unas 20 especies con frutos comestibles. La naranja
originaria de zonas tropicales y subtropicales de Asia y del archipiélago
malayo, que desde ahi fueron llevadas al norte de Africa y el sureste de
Europa y posteriormente a América por los europeos alrededor del afio 1 500.
Sus productos se consumen en fresco o en forma de extractos. De las flores
se obtienen aceites esenciales utilizados en perfumeria, también tienen usos
medicinales y los subproductos como el bagazo son manipulados en la

elaboracion de piensos para animales (Pozo, 2011).

2.8.1 Componente nutricional (fruto).

También destaca su alto contenido en vitamina C (una naranja de
tamafio medio aporta 82 mg de acido ascorbico, mientras que la dosis diaria
recomendada de esta vitamina es de 60 mg), donde la vitamina C favorece la
absorcion del hierro en los intestinos, sirve como antioxidante y ayuda al
sistema inmune. La naranja tiene grandes cantidades de &cido folico y, en

menor grado provitamina A (Pozo, 2011).

El fruto de la naranja contiene los siguientes componentes activos:

e Hesperidina.

e Pectina.

e Acidos: Acético, ascorbico, citrico, ferdlico, glutamico, linoleico, oxalico,
serina, entre otros.

¢ Aminoacidos: Arginina, alanina, asparagina, histidina, serina, prolina.

e Alcaloides: Betaina.

e Azucares: “fructosa, galactosa, glucosa, sacarosa”.

e Esencias: Limonera.

e Vitaminas: B2, B1, A, B6, C.

e Minerales: Calcio, bario, cadmio, magnesio, fosforo, potasio, sodio.
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e Metales: Aluminio, zinc, cromo, hierro, cobre

e Proteinas.

Las naranjas también aportan con alfa-caroteno, beta-caroteno y
criptoxantina. Numerosos estudios epidemiolégicos sugieren la importancia
de estos carotenoides en la prevencion de varios tipos de céancer y en la
proteccion contra las enfermedades cardiovasculares. También contiene otros
carotenoides sin actividad de provitamina A, como la luteina y la zeaxantina,
gue estan presentes en la retina y el cristalino del ojo y se asocian
inversamente con el riesgo de cataratas y maculitis (Pozo, 2011).

A continuacion, en la tabla 4, damos a conocer la composicion

nutricional de la naranja:

Tabla 4. Composiciéon nutricional de la naranja

Parametro Unidad Valor
Energia Kcal 42
Proteina g 0.8
Fibra g 2
Hidratos de Carbono g 8.6
Calcio mg 36
Tiamina mg 0.1
Vitamina B6 mg 0.06
Vitamina A ug 40
Vitamina C mg 50
Zinc mg 0.18
Magnesio mg 12
Sodio mg 3
Potasio mg 200
Hierro mg 0.3

Fuente: Pozo (2011)
Elaborado por: El Autor
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2.8.2 Produccion en Ecuador.

La produccién de naranja en diferentes regiones del Ecuador se debe
principalmente a la situacion geografica del pais, ya que cuenta con un clima
adecuado para la siembra de este fruto. En 2013, FAOSTAT reportdé una
produccion de 42 850 toneladas de naranjas en el territorio ecuatoriano. Ese
mismo afio, el INEN indico 6 529 hectareas sembradas de naranjos, de las
cuales se cosecharon un total de 5 959 hectareas; en consecuencia, se
produjeron 22 607 toneladas de naranjas, de la cuales se vendieron un total
de 4 720 a nivel nacional (INEC, 2013).

En la provincia del Guayas se sembraron 172 hectareas con una
produccion de naranja de 259 toneladas métricas, mientras que en la provincia
de Manabi 613 hectareas que produjeron 1 521 toneladas métricas de naranja
fresca. (INEC, 2013). A su vez, en el 2015, se cosecho aproximadamente
47 075 000 toneladas, un 3.81 % menos que en 2014, segun los ultimos datos
mundiales publicados por el USDA (2012-2015), el pico se alcanza en 2013,
con 52 082 000 toneladas, mientras que 2015 fue el afio con menor
produccién durante el periodo analizado (MAG, 2015)

2.8.3 Tipos y variedades de naranjas.

Armas (2012) explica que, en Ecuador se cultivan las siguientes
variedades de naranja: Thompson, Valencia comun, Washington, Lime
orange, Sour orange y Grapefruit orange. La variedad mas consumida es la
Valencia comun, ya que es aceptada por los consumidores y tiene un alto

contenido de azUcar.

e Thompson. La naranja Thompson tiene caracteristicas similares a las
de otros citricos, se diferencia por su color intenso de la piel y la forma
mas redondeada del fruto, alcanzando una altura de unos dos metros,
se mantiene al sol o en sombra parcial y no tolera los climas helados,
no tiene grandes necesidades de suelo, donde soporta los calcareos y

no salinos, crece lentamente y su follaje es perenne, ademas florece a
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principios de la primavera y sus flores son blancas. Miden entre 50 cm
y 1 m de alturay tienen un periodo de injerto de un afio (Campos, 2020).

Valencia comun. La naranja Valencia que es fruto de tamafio medio a
grande, esférico, de color palido y de corteza espesa pero fina tiene un
sublime contenido de zumo con una acidez relativamente elevada es
de aroma excelente y su sabor ligeramente acido, lo que hace apto
para la industrializacién; posee pocas semillas, su fruto puede
permanecer varios meses en el arbol sin perder su calidad debido a su

vigorosidad (Hallo y Ramos , 2013).

Washington. La variedad Washington, esta diversidad son de
grandes y de corteza gruesa, se diferencian de las otras por tener
ombligo o fruto secundario rudimentario en la parte basal. Contienen
una cantidad moderada de jugo y, por lo general ninguna semilla, es
de madurez temprana y se desprende con facilidad al madurar
(Campos, 2020).
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3 MARCO METODOLOGICO
3.1 Ubicacion
El presente trabajo se realiz6 en el laboratorio de Quimica de la
Facultad de Ciencias Agropecuarias en la Universidad Técnica de Babahoyo,
coordenadas -1.7970885728611559, -79.48292673585556. En el Gréfico 5,

se puede observar el lugar donde se llevé a cabo el trabajo investigativo.

Gréfico 5. Ubicacion de la Universidad Técnica de Babahoyo

Fuente: Google Maps, 2022

3.1.1 Caracteristicas climatoldgicas.

e Temperatura promedio de 26 °C

e Humedad relativa del 69 %

e Clima tropical
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3.2 Metodologia de la Investigacién

El desarrollo de la metodologia del presente trabajo se bas6 en un
enfoque de investigacion cuantitativa con un disefio experimental descriptivo
y exploratorio, ya que se realizd varias pruebas y procesos para la obtencion
de los resultados. Por otro lado, las pruebas del disefio se llevaron a cabo bajo
la direccion del investigador con la finalidad de obtener datos concretos en

base a lo planteado por el autor y asi lograr el objetivo principal.

Para Cortez y Neil (2018) la investigacion cuantitativa permite captar la
realidad de forma mas imparcial, ya que los datos se recogen y analizan
mediante conceptos y variables medibles, es asi, que el objetivo de esta
investigacién es la adquisicion de conocimientos basicos y la eleccion del
modelo mas adecuado que nos permita percibir la realidad de la forma mas
imparcial (Neil y Cortez, 2018). En este sentido, en el presente trabajo de
investigacion se busca comparar la eficiencia volumétrica y alcohdlica del
bioetanol de primera generacion (1G) del jugo de naranja Thompson (Citrus
sinensis) con diferentes concentraciones de levadura (Saccharomyces
cerevisiae), describiendo asi los procesos y mediciones de las pruebas de

laboratorio.

De igual manera segun el autor, Arias (2012) define a la investigacion
experimental como un proceso que consiste en someter un objeto 0 a un grupo
de objetos a determinadas condiciones, estimulos o tratamientos (variable
independiente) para observar los efectos o reacciones producidas (variable
dependiente). En este caso, para la investigacion se sometié las muestras de
levadura y jugo de naranja en diferentes concentraciones para comparar la

eficiencia volumétrica y la alcohdlica del bioetanol de primera generacion.
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3.3 Materiales a utilizar

3.3.1 Materia prima.

e Jugo de naranja (Citrus sinensis) Thompson.

3.3.2 Reactivos.

e Levadura (Saccharomyces cerevisiae)
e Hidroxido de sodio 0.1 N

e Sacarosa (azlucar comercial).

3.3.3 Materiales y equipos.
e Matraz erlenmeyer
e Pipeta
e Mechero de bunsen
e Destilador
e Botellas de vidrio
e Airlock
e Agua destilada
e Medidor de pH
e Vaso de precipitacion
e Alcoholimetro
e Densimetro
e Termo agitador
e Balanza digital

e Refractometro
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3.4 Disefio experimental

El disefio experimental de la investigacion y analisis, se realizo
mediante ANOVA multifactorial, ya que permite medir diferentes medidas de
los numeros de réplicas por tratamiento, y el hecho de que las unidades
experimentales sean completamente homogéneas. Estas medidas
experimentales consisten en tres muestras 250 mL de jugo de naranja con
cuatro repeticiones por tratamiento y con diferentes dosis de levadura
(Saccharomyces cerevisiae) propuesta de (0.1 %, 0.5 %, 1 %) g/L, en un

tiempo determinado de siete dias de fermentacion.

Se tomd como referencia la investigacion de (Rath y Singh, 2014),
donde argumenta que con las diferentes concentraciones de levadura de: 3
%,6 %, 9 % y 12 % de Saccharomyces cerevisiae con el fin de lograr la
produccion maxima de bioetanol en un tiempo maximo de siete dias de

fermentacion.

3.4.1 Factores.

Factor A: Concentracion de naranja: 250 mL
Factor B: Concentraciones de levadura: 0.1 % - 0.25 gr (L1), 0.5 % - 0.5 gr
(L2), 1% - 2.5 gr (L3)

Repeticiones: 4
FAXFBo1% XR 1,234
FAXFBos® XR 1,234
FAXFB 1% XR 1,234
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3.4.2 Tratamientos.

En la Tabla 5, se referencia los tratamientos que se llevaron a cabo

en el disefio experimental.

Tabla 5. Tratamientos del disefio experimental

Tratamientos Volumen del jugo Concentraciones de

de naranja levadura
1 250 mL 0.1 %
2 250 mL 0.5%
3 250 mL 1%

Elaborado por: El Autor

3.4.3 Interacciones de tratamientos.

Para el desarrollo del ensayo se realiz6 un disefio experimental
completamente al azar (DCA) AXB, con un arreglo factorial de 3T*4R, es decir,
tres tratamientos y cuatro replicas con un total de 12 combinaciones. A
continuacion, en la Tabla 6 se expone la combinacion de los tratamientos que

se realizo.

Tabla 6. Interaccion de tratamientos

_ Repeticiones
Tratamientos

R1 R2 R3 R4
T1 T1*R1 T1*R2 T1*R4 T4*R4
T2 T2*R2 T2*R2 T2*R4 T2*R4
T3 T3*R1 T3*R2 T3*R3 T3*R4

Elaborado por: El Auto
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3.4.4 Sistema de hipoétesis.

Mediante el analisis de varianza se constat6 si existe diferencia entre

las medias de los tratamientos, donde:

. Ho@2= XT1=XT2=XT3
. Ha@2=XT1#XT2=XT3

Hi = Ha = una X es diferente

Si, las medias de los tratamientos son iguales se acepta la hipotesis
nula (Ho), es decir no existe diferencia entre ellos con respecto a las variables
propuestas. Si, al menos una de las medias de los tratamientos es diferente,
se rechaza la hipotesis nula aceptando la hipoétesis alternativa (Ha), por lo
tanto, existe diferencia entre los tratamientos con respecto a las variables

propuestas.

3.4.5 Anélisis de varianza.

El analisis estadistico de los datos se efectué mediante la prueba
ANOVA para determinar si existen diferencias significativas en el producto
resultante del bioetanol de 1G, considerando las diferentes concentraciones

de levadura que se empled.
3.4.6 Modelo matemaético.
Ti = ak + yl + Zki
Donde:
Ti: Tratamientos
ak: Factor A (concentracion naranja)

yl: Factor B (concentracion levadura)

2kl: interaccion AB
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A continuacién, en la Tabla 7 se detalla el esquema del analisis de

varianza desarrollado en la presente investigacion.

Tabla 7. Esquema de Analisis de Varianza

Fuente de Variacion Formula e
Tratamiento (a*b -1) 2
Factor A a-1 1
Factor B b-1 3
Interaccion A*B (a-1) (b-1) 3
Error Experimental (a*1) (r-1) 9
Total a*b*r-1 11

Elaborado por: El Autor

3.5 Descripcion de procedimiento experimental

A continuacion, detallo el proceso que realice para la obtencién de

bioetanol, utilizando como materia prima (jugo de naranja).

e Recepcion: Se receptd la materia prima, en este caso 9 kg de fruta

e Seleccion y lavado: Una vez recibida la fruta, seleccionamos las de
mejor estado y prosegui a lavarlas

e Extraccién: S un extractor de jugo y extraje la mayor cantidad de jugo
de naranja.

e Filtracion: Obtenido el jugo de naranja procedi a filtrar para separar
las impurezas.

e Ajuste de pH e indice de madurez: Al jugo o néctar de naranja se le
ajusto el pH de 4.5 a 5, utilice Hidroxido de Sodio 0.1 N. En el indice de
madurez se realiz60 usando sacarosa, ambas se procedid hacer un

método de ensayo error.
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e Inoculacién o preparacion de levadura: Usamos 250 mL de jugo de
naranja en un vaso de precipitacion e inoculé la levadura, se usé un
termo agitador a 30°C a 200 rpm por 5 horas.

e Fermentaciéon: Una vez rectificado el pH 4.5 con hidréxido de sodio,
realice la fermentacién en un envase de vidrio al que se le adiciono un
airlock. Se dejé fermentar de 5 a 7 dias, a temperatura ambiente
(20°C).

e Destilacion: Dado que se obtiene una mezcla de liquidos, bioetanol y
agua, el proceso méas adecuado y eficiente para separarlos es la
destilacion, debido a sus diferentes puntos de ebullicion (78.4 °C).

A continuacion, en el Gréfico 6, se observa el diagrama de flujo para la

obtencién del bioetanol a base de jugo de naranja, detallado anteriormente.
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Gréfico 6. Diagrama de flujo del proceso de Bioetanol

Seleccion y recepcion de |

ok S 3 9 Kg de naranja Thompson

A

Agua <— Lavado de la fruta

Extraccién del jugo (———>» Naranjas seleccionadas

Hidréxido de sodio 0.1 N <« HNustedepHy | Sacarosa
grados Brix

A

Inoculacion y preparacion 30 grados C, 200 rpm

Levadura (0.1%, 05 % y 1 %) < —>

de la levadura porSh
Tamb. 20grados Cpor 72h  €— Fermentacion
Destilacién Temp. 78.5 grados C
porth

Bioetanot

Fuente: Tejeda (2015)
Elaborado por: El Autor

3.6 Parametros fisicos y quimicos de la materia prima (naranja

Thompson)

A continuacion, en la Tabla 8, se detalla las normas técnicas que utilicé
para determinar la caracteristica fisica, quimica y microbiologica de la materia
prima. Cabe sefialar que estos analisis se los realizé en la Facultad de

Ciencias Agropecuarias de la Universidad Técnica de Babahoyo, bajo la
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responsabilidad del Ing. Danilo Santana Aragone, Analista de Laboratorio de

Quimica.

Tabla 8. Métodos de ensayo: parametro fisico y quimico de la materia prima

Materia Prima Parametro Métodos de ensayo

NTE INEN-ISO 1 842

pH (2013)

Jugo de naranja ]
Indice de

NTE INEN 2 337 (2008)
madurez

Elaborado por: El Autor

3.6.1 pH.

Este andlisis se determind por el método potenciométrico con un
medidor de pH, modelo Q400MT, de la marca QUIMIS; donde se colocé 250
mL de cada muestra por tratamiento en un vaso de prestacion de 500 mL. El
potenciometro ya se encontraba calibrado de 0 a 7 pH.

El electrodo del potenciometro fue sumergido en cada muestra y el
valor del pH fue registrado, luego se descontaminaba el electrodo del
potenciémetro con agua destilada del laboratorio y con papel absorbente entre

cada muestra

3.6.2 indice de madurez.

El indice de madurez se determind, estableciendo la cantidad de azucar
expresada en °Brix, proceso que corresponde con la acidez de la fruta y
permite identificar el indice de madurez, basandose en que cuanto mas

madura esta la fruta, disminuye su acidez y aumenta el °Brix.
Con una pipeta de vidrio de 1 mL, se llevo unas gotas de cada muestra

al refractometro para visualizar el valor de grados °Brix, entre cada muestra

se lavé la pipeta con agua destilada y se secé con papel absorbente.
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3.7 Andlisis microbiol6gico del jugo de naranja

Los analisis microbiolégicos se lo realizaron en un laboratorio particular
situado en la ciudad de Guayaquil y acreditado por el Servicio de Acreditacion
Ecuatoriano (SAE). Entre los parametros microbiolégicos que se realizaron a
la muestra del jugo de naranja estan: los Aerobios Mesdfilos, Coliformes
Totales, Mohos, Levaduras y, Coliformes Fecales (INEN , 2008).

3.8 Andlisis fisicos del producto final (bioetanol)

Para obtener las propiedades fisicas del bioetanol se realiz6 los

siguientes ensayos:

e Determinacion de la densidad (mg/L).

e Determinacion del pH. se lo realiz6 con el método del potenciometro
utilizando un medidor de pH-metro modelo Q400MT, de la marca
QUIMIS.

A continuacién, en la Tabla 9 se detalla los métodos empleados para el
andlisis de los parametros fisicos del bioetanol. Es de resaltar que el analisis
antes mencionado se lo realizé en la Facultad de Ciencias Agropecuarias de
la Universidad Técnica de Babahoyo, bajo la responsabilidad del Ing. Agr.

Danilo Santana Aragone, Analista de Laboratorio de Quimica.

Tabla 9. Métodos de analisis fisicos del producto final (bioetanol)

Producto Parametro Método de ensayo
pH INEN 341 1 978-03 (2018)
Bioetanol 1G
Densidad INEN 349 1 978-03 (2018)

Elaborado por: El Autor
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3.9 Relacién costo/beneficio del producto terminado

Para el andlisis costo/beneficio del producto final, se realiz6 un
presupuesto tomando en cuenta los costos directos o primarios de la materia
prima y costos indirectos como el uso de laboratorios, colocacion de airlok en
cada tapa de las botellas, compra de botellas, refractometro y movilizacion,
teniendo de esta manera un costo total de produccién y ddndome cuenta que
aun no hay un beneficio econdémico, ya que en Ecuador la produccion de

bioetanol no resulta atractiva en lo financiero.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracteristicas fisicas, quimicas y microbiolégicas de la materia

prima

(jugo de naranja)

Del analisis realizado a la muestra de jugo de naranja, se registraron

los resultados que se representan en la Tabla 10.

Tabla 10. Resultados fisicos, quimicos y microbiolégicos de la materia prima

Ma_terla Parametros Unidad Resultados Valor d? Método de
prima referencia ensayo
NTE INEN-ISO 1
pH pH 3 3 842 (2013)
indice de : NTE INEN 2 337
madurez °Brix 10 9 (2008)
Aerobios PEE.LASA.MB.03
mesofilos Ufc/g 6.5x102 1.2x102 BAM CAP 03 Ed
(2005)
Coliformes PEE.LASA.MB.01
NMP/g 2.40 <3 BAM CAP 04 Ed
Jugo de totales
. (2017)
naranja
PEE.LASA.MB.04
Mohos upc/g <1.0 1.2x102 BAM CAP 16 Ed
(2005)
PEE.LASA.MB.04
Levaduras ufc/lg 1.2x102 1.2x102 BAM CAP 18 Ed
(2005)
Coliformes PEE.LASA.MB.09
fecales NMP/g <3 <3 BAM CAP 4 Ed
(2017)

Elaborado por: El Autor
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4.2 Andlisis de eficiencia volumétrica del bioetanol

Del volumen que se genero, se registraron los siguientes resultados de
cada repeticion que se realizo para la obtencion de bioetanol a base de jugo

naranja.

Como se puede apreciar en la Tabla 11, los datos registrados se
determinaron que el tratamiento 3 con la aplicacién del 1 % de Saccharomyces
cerevisiae se obtuvo la mayor media de 56.25 mL en comparacion a los demas
tratamientos que registraron medias de menos el 46 mL.

De acuerdo a este resultado y a las hipétesis planteadas, donde:

Ho@2= XT1=XT2=XT3
Ha@2=XT1#FXT2=XTs

Tabla 11. Medicién de volumen del bioetanol

R1 R2 R3 R4 Media X +
Sc Desv. s
(mt) (mL) (mL)  (mL) (mL)
0.1% 30 18 30 30 27 6
05% 30 50 50 50 45 10
1% 45 60 60 60 56.25 7.5

Elaborado por: El Autor

Como se puede apreciar en el Grafico 7, el porcentaje de alcohol con
mayor eficiencia se obtuvo del tratamiento a 0.5 % y 1 % de Saccharomyces
cerevisiae con valores de 60 mL, de manera que, marca la linea de tendencia
a mayor cantidad de concentracion de levadura mejor eficiencia en volumen

de bioetanaol.
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Gréfico 7. Representacion lineal de los tratamientos eficiencia volumétrica
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Elaborado por: El Autor.

4.2.1 Analisis de varianza de eficiencia volumétrica del bioetanol.

Para corroborar los resultados estadisticamente, se realiz6 un analisis
de varianza a los tratamientos efectuados y asi comprobar que existe
diferencia significativa. A continuacion, en las Tablas 12 y 13 se detallan los

resultados determinados.

Tabla 12. Promedio de andlisis de varianza de medicién volumétrica

Tratamientos Cuenta Suma Promedio Varianza
T1 4 108 27 36
T2 4 180 45 100
T3 4 225 56.25 56.25

Elaborado por: El Auto
Para determinar si los tratamientos tienen diferencias significativas se

establece dos hipoétesis, donde:

o F (Tabla) > F (calculado) se acepta Ho (no hay diferencias entre
los tratamientos con respecto a la eficiencia volumétrica).

. Si F (tabla) < F (calculado) se rechaza la hipétesis Ho,
aceptando Ha (si existe diferencia entre los tratamientos con respecto

a la eficiencia volumétrica).
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Como se puede apreciar en la Tabla 13, el F calculado es mayor que F
de tabla, por lo que se determina estadisticamente que si existe diferencia
significativa entre los tratamientos.

Otra comprobacion implica que si el p-valor es > 0.05 se acepta Ho (no
hay diferencias entre los tratamientos con respecto a la eficiencia volumétrica)
y, Si el p-valor es <= 0.05 se rechaza la hipétesis Ho, aceptando Ha (si existe
diferencia entre los tratamientos con respecto a la eficiencia volumétrica).
Como se puede apreciar en la Tabla 13 el p-valor calculado fue <= 0.05, por
lo que se determina estadisticamente que si existe diferencia significativa de
eficiencia volumétrica entre los tratamientos. De igual forma en la tabla 12, se
muestra que las medias 27 mL # 45 mL # 56,25 mL, por lo que se rechaza la
hipétesis nula, aceptando la hipétesis alternativa ya que hay diferencia entre

las medias de los tratamientos.

Tabla 13. Andlisis de varianza para la medicién volumétrica

Valor
Origen de las F critico
. Sc gl CM p-valor
Varianzas (calculado) para F
(Tabla)
Tratamiento 17415 2 870.75 13.59 0.0019 4.25
Error residual  576.75 9 64.08
Total 2 318.25 11

Elaborado por: El Autor

4.2.2 Prueba de normalidad de Shapiro-Wilks.

Segun Novales (2010), este test se emplea para contrastar la
normalidad cuando el tamafio de una muestra es menor a 50 observaciones
y en muestras grandes es equivalente al test Kolmogorov-Smirnow. El método
consiste en comenzar ordenando la muestra de mayor a menor valor,
obteniendo el nuevo vector muestral. Cuando la muestra es como méximo de
tamafio 50, se puede contrastar la normalidad con la prueba de Shapiro-Wilks,

procediéndose a calcular la media y la varianza muestral.
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Tabla 14. Normalidad de medicién volumétrica

' . p (Unilateral
Variable n Media D.E W
D)
RDUO vol 12 0 7.24 0.67 < 0.0001

Elaborado por: El Autor

4.3 Andlisis de eficiencia alcohdlica.

De la medicién de alcohol al producto obtenido, se registra los siguientes

resultados de los tratamientos y repeticiones realizadas Tabla 15.

Como se puede apreciar en la Tabla 15, el tratamiento con 0.5 % de
Saccharomyces cerevisiae registré la mejor media de las repeticiones con
19 % de eficiencia alcohdlica del bioetanol obtenido, esto en comparacién con
los otros dos tratamientos que registraron valores menores a 15 % de
eficiencia. El resultado se puede comparar con los valores obtenidos por,

Hernandez (2017) quién en su ensayo para la produccién de bioetanol a partir

de residuos de naranja, obtuvo un % de eficiencia alcohdlica de 1.7 %.

De acuerdo a este resultado y a las hipétesis planteadas, donde:

Ho@2= XT1=XT2=XT3
Ha@2=XT1i#XT2=XTs

Tabla 15. Medicién de Alcohol

sC R1(%) R2(%) R3(%) R4 (%) MediaXx Desv.s
0.1% 10 8 10 10 9.5 1
0.5 % 16 20 20 20 19 2
1% 12 16 16 16 15 2

Elaborado por: El Autor
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La representacion lineal de los tratamientos indica que, existe una
tendencia de eficiencia alcohdlica al aumentar el porcentaje de
Saccharomyces cerevisiae, siendo el tratamiento a 0.5 % de Sc, coexistiendo
la mas eficaz en todas las repeticiones realizadas.

Gréfico 8. Representacion lineal de los tratamientos de eficiencia alcohdlica
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Elaborado por: El Autor.

4.3.1 Andlisis de varianza de eficiencia alcohélica del bioetanol.

De igual manera, para determinar diferencias significativas entre los
tratamientos con respecto a la eficiencia alcohdlica, se realizd el andlisis de
varianza entre los resultados registrados. A continuacioén, en las Tablas 16 y
17 se muestran los resultados del andlisis de varianza realizada con los datos

obtenidos en la mediciéon alcohdlica del bioetanol.

Tabla 16. Promedio de andlisis de varianza de la eficiencia alcohdlica

Tratamientos Cuenta Suma Promedio Varianza
T1 4 38 9.5 1
T2 4 76 19 4
T3 4 60 15 4

Elaborado por: El Autor
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Asi mismo, para determinar si los tratamientos tienen diferencias
significativas se estable dos hipotesis, donde:
e F (tabla) > F (calculado) se acepta Ho (no hay diferencias entre los
tratamientos con respecto a la eficiencia alcohdlica).
e SiF (tabla) < F (calculado) se rechaza la hipétesis Ho, aceptando Ha
(si existe diferencia entre los tratamientos con respecto a la eficiencia

alcoholica).

Como se puede apreciar en la Tabla 17, el F calculado es mayor que F
de tabla, por lo que se determina estadisticamente que si existe diferencia

significativa de eficiencia alcohdlica entre los tratamientos realizados.

Se determina que, las medias 9.5 % # 19 % # 15 %, por lo que se
rechaza la hipétesis nula, aceptando la hipétesis alternativa ya que hay
diferencia entre las medias de los tratamientos. En el Gréafico 8 expuesto
anteriormente se detalla la tendencia de la eficiencia alcohdlica del producto

obtenido.

Tabla 17. Analisis de varianza para la medicion alcohdlica

_ Valor
Origen de las F i
) Sc gl CM P-valor critico para
Varianzas (calculado)
F (Tabla)
Tratamiento 182 2 91 30.33 0.0001 4.25
Error residual 27 9 3 30.33
Total 209 11

Elaborado por: El Autor

4.3.2 Prueba de normalidad de Shapiro-Wilks.

Segun Novales (2010), este método consiste en comenzar ordenando

la muestra de mayor a menor valor, obteniendo el nuevo vector muestral.
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Cuando la muestra es como maximo de tamafio 50, se puede contrastar la
normalidad con la prueba de Shapiro-Wilks, procediéndose a calcular la media
y la varianza muestral. En la Tabla 28 se puede observar la normalidad de la

eficiencia alcohodlica.

Tabla 18. Normalidad de eficiencia alcohdlica

_ _ p (Unilateral
Variable n Media D.E
D)
RDUO vol 12 0 1.57 0.65 < 0.0001

Elaborado por: El Autor

4.4 Correlacion volumétrica y alcohdlica del bioetanol obtenido de las

diferentes concentraciones de levadura (Saccharomyces cerevisiae)

A continuacion, en el Grafico 9, se detalla el coeficiente de correlacidon
entre la eficiencia volumétrica y alcohdlica del bioetanol obtenido en diferentes

concentraciones de Saccharomyces cerevisiae.

Gréfico 9. Correlacion entre medias de eficiencia volumétrica y alcohdlica en

diferentes niveles
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Elaborado por: El Autor.

Como se puede apreciar en el Grafico 9, la correlacion de la eficiencia

volumétrica es de 0.9619, se la considera una semejanza alta entre los
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tratamientos, en comparacion con la correlacion de la eficiencia alcohdlica que

es muy baja entre las muestras.

4.5 Caracteristicas fisicas del bioetanol de 1G obtenido

4.5.1 pH del bioetanol 1G.

Del andlisis al pH del bioetanol 1G obtenido, se registran los resultados

gue se muestran en la Tabla 19.

Tabla 19. Medicion de pH del bioetanol 1G

Sc R1 R2 R3 R4 Media X
0.1% 5 5.5 5.5 5.5 5.375
0.5% 4.2 4.5 4.5 4.5 4.425

1% 4.7 4.7 4.7 4.5 4.65

Elaborado por: El Autor

De los resultados establecidos en el analisis del pH, se puede
determinar diferencias significativas en las medias de los tres tratamientos
encontrando el valor mas alto en el tratamiento 1 (0.1 % de Sc) con 5.37. El

valor mas bajo, lo obtuvo el tratamiento 2 (0.5 % de Sc) con un pH de 4.425.

4.5.2 Densidad del bioetanol obtenido.

Del andlisis del bioetanol 1G obtenido, se registran los resultados que

se muestran en la Tabla 20.

Tabla 20. Medicion de la densidad del bioetanol 1G

< R1 R2 R3 R4 Media X
c

(mg/Lt)  (mg/L)  (mg/L)  (mg/L) (mg/L)
0.1 % 10 10 10 19 12.25
0.5 % 17 17 35 17 21.5
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1% 14 29 29 29 25.25

Elaborado por: El Autor

De los resultados establecidos de la medicion de la densidad, se puede
determinar diferencias significativas en las medias de los tres tratamientos
encontrados, el valor mas alto en el tratamiento 3 (1 % de Sc) con 25.25 mg/L.
El valor mas bajo, lo obtuvo el tratamiento 1 (0.1 % de Sc) con una densidad
de 12.25 mgl/L.

4.6 Comparativa entre tratamientos

A continuacion, en el Grafico 10 comparamos los diferentes parametros

analizados al bioetanol 1G generado a base del jugo de naranja.

Grafico 10. Comparativa de tratamientos
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Elaborado por: El Autor.

Como se muestra en el Grafico 10, el tratamiento 3 (1 % SC) obtuvo
los mejores resultados en la eficiencia volumétrica con 56.25 mL, y con una
eficiencia alcoholica de 15 %, en cuanto a la densidad asimismo el tratamiento

3 alcanzé resultados favorables con un 25.25 mg/L y, con un pH de 4.65.
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4.7 Relacién costo /beneficio del producto terminado.

Mediante los costos directos o primarios y, los costos indirectos se
obtuvieron el costo/beneficio del producto generado. A continuacion, en la

Tablas 21, 22 y 23 se detallan los costos de cada rubro.

Tabla 21. Costo directo o primario

Material Cantidad UsD
Naranjas 50 unidades 30.00
Levadura 1llb 2.50
Sacarosa 21b 2.50
Total 35.00

Elaborado por: El Autor

Como se aprecia en la Tabla 21, la mayor parte de los costos primarios la
genera la materia prima como la naranja con un valor total de USD 30.00. A
continuacion en la Tabla 22 se detallan los costos indirectos de la produccion.

Tabla 22. Costo indirecto de produccion

Material Cantidad UsD
Reactivos 3 100.00
Envases de vidrio
de 1L 20 200.00
Refractémetro 1 45.00
Airlock 12 80.00
Uso de laboratorio 1 300.00
Total 725.00

Elaborado por: El Autor

En la Tabla 22 se detalla que los costos indirectos de produccion su valor
asciende a USD 725.00.

En la Tabla 23 detallamos otros gastos que estan relacionados con la

movilizacion.
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Tabla 23. Otros gastos

Otros gastos Cantidad USD

Movilizacion 1 175,00
Elaborado por: El Autor

A continuacion, en la Tabla 24 se detalla el consolidado de los costos de
produccion que se generd con la elaboracion del bioetanol de 1G a base de

jugo de naranja Thompson.

Tabla 24. Costo total de produccién

Rubro UsSD
Costo total primario 35

Costo total de inversion 725
Costo de movilizacion 175
Costo total de produccién 935

Elaborado por: El Autor

El costo total considerando los costos de reactivos, movilizacion, materias
primas determinan un indice de 1.822 centavos de ddélar/ 1ml de bioetanol

producido.
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5 DISCUSION

Mediante los estudios realizados a las caracteristicas fisicas, quimicas
y microbiologicas de la muestra de 1 L de jugo de naranja, se pudo determinar
que, después de realizar un ajuste de pH a la muestra los resultados fueron
de 4.5 con un indice de madurez de 20 °Brix. Estos valores, son mayores a
los obtenidos por Rodriguez et al., (2020), en su investigacion sobre la
determinacion de parametros fisicos y quimicos en jugos de frutas citricas,
donde registraron valores de pH de 3.6, para el indice de madurez de 12.76
°Brix y 10.71 para la sacarosa.

En relacion con los resultados de eficiencia volumétrica, se registraron
valores de 27 mL para el tratamiento con 0.1 % de Saccharomyces cerevisiae,
45 mL para el tratamiento con 0.5 % de Saccharomyces cerevisiae y 56.25
mL para el tratamiento con 1 % de Saccharomyces cerevisiae. A lo que
indicamos que a mayor porcentaje de levadura Saccharomyces cerevisiae
sera mejor la eficiencia volumétrica a obtener. Estos resultados coinciden con
los indicados por Rath et al., (2014), donde indica que al aumentar el
porcentaje de la levadura Sc a 3 %, 7 %, 9 % la producciéon de bioetanol

aumenta considerablemente.

Con respecto a la eficiencia alcohdlica se registraron valores de 9.5 %
para el tratamiento con 0.1 % de Saccharomyces cerevisiae, donde la
concentracion con 0.5 % de Saccharomyces cerevisiae se obtuvo 19 % de
eficiencia alcohdlica y con el 1 % de Saccharomyces cerevisiae se obtuvo
15 % de bioetanol, indicando un descenso en la eficiencia conforme va
aumentado la cantidad de levadura. Estos resultados, son superiores a los
obtenidos por Monsalve et al., (2006), donde la fermentacidn realizada con
Saccharomyces cerevisiae lograron una concentracion de bioetanol de 7.92
%.

En cuanto a los parametros fisicos del bioetanol que se registraron para
los valores de pH entre 4.4 y 5.3 a los tratamientos, asi mismo, para la

densidad se obtuvieron resultados de 12.25 mg/L y 25.25 mg/L en las
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concentraciones. Estos resultados, son mayores a los obtenidos por Llangari
(2018), donde en su proyecto de investigacion registrd valores para la
densidad de 0.9 mg/L.

Se considera que los costos de reactivos, movilizacion, materias primas

determinan un indice de 1.822 centavos de ddlar/1ml de bioetanol producido.
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6 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1. Conclusiones

e Eltratamiento de 1 %, es decir 2.5 g de Saccharomyces cerevisiae tuvo

mayor eficiencia volumétrica que las demas concentraciones

e La concentracion de 0.5 %, es decir 1.25 g de Saccharomyces
cerevisiae resulto mejor tratamiento en relacibn a la eficiencia

alcohélica.

e EIl proceso de fermentacion de jugo de naranja con Saccharomyces
cerevisiae en diversas concentraciones se lo realiz6 de manera
satisfactoria obteniéndose un producto final con concentracion de
bioetanol de 20 %.

e Mediante la linea de regresion, existe una fuerte correlacion entre los
tratamientos en dependencia de la eficiencia volumétrica, es decir
mientras mas Saccharomyces cerevisiae se utilice mas volumen de
bioetanol se obtendra. Con respecto a la eficiencia alcohdlica, se
determind que existe una baja correlacion entre los tratamientos, es
decir, el grado de alcohol no depende de la cantidad de

Saccharomyces cerevisiae que se utilice.

e En relacion a los costos de produccién, el procedimiento realizado
resulté méas sencillo y con menor valor, ya que se efectué mediante un
proceso de fermentacion y destilacion simple, sin involucrar algun tipo

de proceso quimico que incremente los costos.
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6.2. Recomendaciones

Utilizar otros porcentajes de Saccharomyces Cerevisiae con el
propdsito de obtener mejores rendimientos en la obtencion del
bioetanol, ya que se comprobd que genera una mejor eficiencia

volumétrica con el aumento de la levadura.

Se recomienda llevar el procedimiento para la obtencion del bioetanol
a escala industrial lo que permitira conocer cuales son sus ventajas y

desventajas al aplicar este proceso, sobre todo en sus costos.
Realizar futuros estudios de obtencién de bioetanol, con el uso tanto

de bagazo como del jugo de naranja, esto con el objetivo de
aprovechar todo el fruto sin generar desperdicios.
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8 ANEXOS

Anexo 1. Naranja Thompson seleccionada para el proceso

Anexo 2. Medicion de pH del jugo de naranja
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Anexo 3. Refractometro 3090 marca J&G SC

Anexo 4. Acido citrico 99.5 % e Hidréxido de Sodio
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Anexo 5. Pesaje de Saccharomyces cerevisiae y de NaOh

Anexo 6. Proceso de fermentacion
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Anexo 7. Medicién de alcohol

Anexo 8. Bioetanol obtenido

59



Anexo 9. Filtracion de mosto fermentado

Anexo 10. Peso concentracion de naranja con sacarosa
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Anexo 11. Determinacion de ° Brix del jugo de naranja

Medicién de Alcohol
T1 T2 T3 X
10 16 12
8 20 16
10 20 16
10 20 16
1,00 2,00 2,00
9,5 19 15
RESUMEN
Tratamientos Cuenta Suma Promedio Varianza
T1 a4 38 9,5 1
T2 4 76 19 4
T3 4 60 i5 4

ANALISIS DE VARIANZA

; Promedio Valor
Ongrf'n ¢.ie las  Suma de Grados de detis £ Probabilidad  critico
variaciones  cuadrados libertad
cuadrados para F
Tratamiento 182 2 91 30,333 0C,00010011 4,2564947
Error residual 27 9 3
Total 209 11

r

Anexo 12. ANOVA eficiencia alcohdlica
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Medicion de Volumen

T1 T2 T3
R1 30 30 45
R2 i 50 60
R3 30 50 60
R4 30 50 60
6 i0 7.5
RESUMEN
Tratamientos Cuenta Suma Promedio Varnianza
T1 4 108 27 36
T2 4 180 45 100
T3 4 225 56,25 56,25

ANALISIS DE VARIANZA

ori de = d Gradosd Promedio Valor
R T e SRS g de los F  Probabilidad critico
variaciones  cuadrados libertad
cuadrados para F
Tratamiento 17415 2 870,75 13,588 0,00191083 4,2564947
Error residual 576,75 g 64,08333
Total 2318,25 i1

Anexo 13. ANOVA eficiencia alcohdlica

Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)
RDUO ALCOHOL 12 0,00 1,57 0,65 <0,0001

Anexo 14. Estadistica de normalidad de alcohol de Shapiro-Wilks

Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)
RDUO vol 12 0,00 7,24 0,67 <0,0001

Anexo 15. Estadistica de normalidad de Volumen de Shapiro-Wilks
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Anexol6. Calculo experimental del NaOH
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