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RESUMEN
Este proyecto de investigacion se muestra dos alternativas de obtencion del Bioetanol
para determinar cual de las dos es mas eficiente. Estos procesos se realizaron a través de un
proceso de fermentacion alcohdlica como sustrato la Eichhornia Crassipe y sus agentes

fermentadores la Candida Utilis y Saccharomyces Cerevisiae.

Para los dos sistemas de obtencion de bioetanol, a la biomasa obtenida se realiza un
procedimiento de hidrolisis acida y alcalina, luego se le agrega soda caustica (NaOH) y éacido
Sulfurico para romper las cadenas de lignina y hemicelulosa, produciendo monémeros de
glucosa que es el sustrato principal para la obtencion del Bioetanol y asi mismo tener el control
del Ph que es importante para la continuidad al proceso de fermentacion. El proceso de hidrdlisis

es igual para los dos procesos.

Finalmente el proceso de fermentacion con la levadura Candida Utilis, se obtuvo como
resultado el 2% de alcohol (Etanol) de una concentracion inicial de 344 mg/dl de glucosa,
homogeneizada con 20gr de Candida diluida en 50 ml de agua y asi poder analizar el

rendimiento de esta.

También se realiza el proceso de fermentacion alcoholica de la levadura Saccharomyces
Cerevisiae continua de la hidrélisis con una concentracion inicial de 125 mg/gl de glucosa
homogeneizada con 7gr de esta levadura diluida en 20ml, y de este proceso se obtuvo un
rendimiento de 1% de alcohol (Etanol). Esto con la finalidad de comparar las diferentes variables

y rendimiento de los agentes para determinar su eficiencia.

Palabras claves: Bioetanol, gases invernadero, Hidrolisis alcalina y acida, Fermentacion

alcoholica, Eichhornia Crassipe, Candida Utilis, Saccharomyces Cerevisiae.
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INTRODUCCION

El gas natural, carbdn y petroleo son considerados como una sola fuente de energia a
partir de combustibles fésiles; que proporcionan energia para la mayor parte del mundo,
principalmente el petréleo y carbdn (Julio, 2016). Sin embargo, de estos tipos de combustibles
no renovables se derivan diferentes elementos y productos que se utilizan a nivel mundial
destacandose como una de las fuentes de obtencion de energia mas importante, que por sus
caracteristicas quimicas se forman naturalmente a través de procesos bioquimicos y debido a los
procesos de limpieza y refinado son grandes origines de la contaminacion. (Mestre, 2013). Es
cierto que este tipo de combustibles permitié un desarrollo productivo nunca antes conocido por
el hombre, pero también produjo un alto impacto negativo sobre el ambiente, ya que estos
generan emisiones de gases tales como didxido de carbono, monoxido de carbono y otros gases
que han contribuido y aun contribuyen a generar y potenciar el efecto invernadero, la lluvia
acida, la contaminacion del aire, suelo y agua. Los efectos contaminantes no sélo estan
vinculados a su combustion sino también al transporte (derrames de petréleo) y a los
subproductos que originan (hidrocarburos y derivados toxicos). La situacion es compleja cuando
se observa la creciente de manda de energia, bienes y servicios, debido al incremento de la
poblacion mundial y por el consumo de los mismos. Por esa razon el limitado uso de las fuentes
fosiles disponibles en el planeta para la produccion de energia, lo que obliga a la busqueda de

fuentes alternativas.

Las fuentes alternativas muy conocidas como fuentes de energias renovables tienen como
objetivo la reduccion de las emisiones de bioxido de carbono (CO2) en muchos paises en

desarrollo, el fin principal se relaciona méas con la necesidad de aumentar la oferta energética y el
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incremento del acceso a la electricidad en zonas aisladas (Marine Recalde, 2015). Estas fuentes
son todas aquellas que provienen de una fuente natural de recursos limpios casi inagotables; lo
cual existe una gran variedad de energias renovables y que se pueden distinguir a funcién de la

energia final conseguida a partir de energia eléctrica, térmica y biocarburantes.

Los biocarburantes son combustibles liquidos de origen biolégico, que por sus
caracteristicas fisicoquimicas resultan adecuados para sustituir a la gasolina o el gas, bien sea de
manera total o como aditivo. Estos productos se obtienen principalmente a partir de materia
vegetal. Actualmente se pueden encontrar dos grandes tipos de biocarburantes, el bioetanol, que
sustituye a la gasolina y el biodiesel, que se puede utilizar en lugar del gaséleo. (Rico, 2006). Estos
biocarburantes contienen componentes derivados a partir de biomasa, la biomasa es una parte
biodegradable de los desechos y residuos procedentes de la agricultura incluidas las sustancias de
origen vegetal y animal. (Energia, 2009), es decir, de organismos vivos 0 sus desechos
metabolicos. Estos componentes actuales se originan principalmente del azucar, trigo, maiz o
semillas oleaginosas. Ya que todos ellos reducen una gran cantidad de emision de CO2 que se

emite en la atmésfera. (BP, 2019).

Los residuos de biomasa contienen mezclas de carbohidratos, llamados celulosa,
hemicelulosa y lignina, que para obtener los azlcares de ésta, debe ser tratada con acidos o enzimas
que facilitan su obtencion. La celulosa y hemicelulosa son hidrolizadas por enzimas o diluidas con
acidos para obtener sacarosa (Renovetec, 2013). Por tal razon, para la produccién de etanol a partir
del elemento lignocelulosa, se llevan a cabo diferentes procesos quimicos, fisicos y biolégicos, los
cuales se encuentran: la remocién de lignina, hidrdlisis acida y fermentacion, entre otros. (Vasquez

& Dacosta, 2007). En la actualidad el bioetanol se produce por la fermentacién alcohdlica de
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azucares que se presentan en diferentes materiales renovable. Esta es afectada por altas
concentraciones de azlcares del sustrato elegido y microorganismos fermentadores que se
empleen. (Pefia & Arango, 2009). Pues la fermentacion es un proceso anaerobico realizado por
levaduras y algunas bacterias, las cuales son microorganismos que transforman el azlcar en
alcohol etilico y didxido de carbono. La fermentacion empieza después que el sustrato utilizado
pasa a ser glucosa, la cual es degradada en un &cido y éste se convierte en CO2 y etanol. Es por
esto, que se empled dos tipos de microorganismos llamados Levadura comin (Candida Utilis) y
Saccharomyces Cerevisae para realizar el estudio comparativo para la produccion de bioetanol. Y
asi mismo para esta investigacion el sustrato usado, es a través de la biomasa Eichhornia Crassipes
conocida en Colombia cdmo el Buchon de agua, estd es una planta acuatica de crecimiento
herbaceo que se reproduce en diferentes acuiferos dulces como lagos, humedales, lagunas, etc. Es
una planta que puede ser contaminante por reproducirse rapidamente en el agua, pero esta misma
absorbe directamente nutrientes del agua, lo que la convierte en una buena depuradora de aguas
residuales. (Benitez, Calero, Pefia, & Martin, 2011). Con base a esto, el buchon de gua contiene
material lignocelulosa que es un polimero encontrado en gran cantidad en la naturaleza. Por tal
razon, la Universidad Nacional de Colombia propuso usar el material lignoceluldsico encontrado
en la biomasa el buchon de agua por su alto contenido de hemicelulosa y celusosa, que son
biopolimeros iniciadores del bioetanol a través de su fermentacion (Sierra, Contreras, & Guerrero,
2012), para el aprovechamiento energético de recursos naturales como materia prima para generar
biocombustible alterno que nos genere grandes beneficios al utilizarlo, ya que esta planta se
encuentra a gran cantidad en cuerpos de agua en todo el mundo y su facilidad de distribucién por

su alta tasa de reproductividad.
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Pues el buchdn de agua como es conocida esta planta acuifera, tiene gran porcentaje de material
lignocelulésico que a través de espectroscopia infrarroja (FTIR), espectroscopia ultravioleta-
visible (UV-VIS) entre otras, comprobaron la presencia de estos biopolimeros, y por su alto
contenido de celulosa, es Util como materia prima para la obtencion de productos industriales.

(Tejada, Paz, Villabona, Espinosa, & Lopez, 2018).

Tabla 1. Caracterizacion del Buchodn de agua

COMPOMENTE[Tallo  |Hoja [METODO

Celulosa 26,94 [24,71 |TAPPIT
= 0,62 0,72)203 0s5-74

Hemicelulosa |27,82 |20,42 [TAPPIT
+ 0,54+ 0,87|203 os-74

Lignina 5,18 £|12,91 [TAPPIT
0,32 + 0,49|203 os-74

Fuente (Revista Cubana Quimica)

La Eichhornia Crassipes es util para producir biocombustibles como etanol por la
composicion adecuada, que produce azucares reductores y contenidos bajos de lignina segun la
tabla 1. Los bajos contenidos de lignina indican que se puede usar métodos fisicoquimico menos
fuerte para su separacion. (Villalba & Rios, 2012). Para ellos se requieren transformaciones
complejas en la hidrolisis en la celulosa en azucares y la fermentacion en estos azucares para la
eficiencia y mayor aprovechamiento del material, en la etapa de pre-tratamiento que rompa las
cadenas celulares, logre remover la lignina facilitando el acceso a los azucare. (Villalba & Rios,

2012).

10
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La Hidrolisis es la transformacién de los componentes del buchon de agua en azucares
agregando diferentes elementos quimicos que rompan las estructuras de celulosa y lignina
controladas a través de temperaturas y demas para convertirse en azucares, después de eso se
utiliza el procedimiento de fermentacion con agentes que ayuden a acelerar la produccion de

etanol.

En la Fundacién Universitaria los libertadores se realizé un proceso de produccion de
bioetanol a partir de la biomasa hidrolizada Eichhornia Crassipes con el agente fermentador
Candida Utilis (levadura), en este trabajo se utiliza el método de fermentacion Bath para realizar
los procedimientos de separacion de componentes y asi mismo la fermentacion de las mismas.

(Rey & Garcia, 2018).

En la Fundacién Universitaria los libertadores se realizé un proceso de produccion de
bioetanol a partir de la biomasa hidrolizada Eichhornia Crassipes con el agente fermentador
Saccharomyces Cerevisiae (levadura), en este trabajo se utiliza el método de fermentacion Bath
para realizar los procedimientos de separacion de componentes y asi mismo la fermentacion de

las mismas. (Fonseca, 2018).
Bioetanol y sus beneficios

Como se ha mencionado anteriormente el bioetanol se produce a través de la
fermentacion de diferentes productos agricolas como el maiz, cafia de azUcar, biomasas entre otros.
Con ayuda de este se puede producir biocombustibles de alto nivel energético con similitudes a la
gasolina, que ayudan a reducir la emision de contaminantes en motores de combustién. Este tipo

de combustible puede ser mezclado con la gasolina en concentraciones de 5 a 10% para generar

11
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combustible E5 y E10 que pueden ser usados en motores actuales sin ser modificados (Bermudez,

Castiblanco, & Avila, 2012).

En la actualidad, el bioetanol de segunda generacion es obtenido especialmente de la
biomasa como madera, residuos forestales o agricolas entre otras, la cual estd compuesta por
celulosas que requieren someterse a un proceso de hidrdlisis para transformarse glucosa y asi
mismo fermentarse. Es por esa razon que se ha popularizado en el mercado, porque con la ayuda
de politicas gubernamentales se ha incentivado al crecimiento y desarrollo rural, ya que garantiza
la reduccion de emisiones de gases de efecto invernadero y la mitigacion del cambios climético

al utilizar este tipo de combustibles renovables que ayudan al medio ambiente.

Grafica 1. Demanda Nacional de alcohol carburante

Demanda Nacional de Alcohol Carburante (Etanol)
Fuente: Federacion Nacional de Biocombustibles
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Fuente. (Biocombustibles, Federacion de Biocombustibles , 2019)

12
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Segun la federacion nacional de biocombustibles, en el ultimo afio los precios entre el alcohol
carburante (Etanol) y la Gasolina tienen una gran diferencia, ver gréfica 2, y con base a esta

informacion se podria enfatizar el uso de los biocombustibles de origen natural.

Grafica 2. Precios entre el Etanol, la Gasolina y E8.

Precios de Alcohol Carburante (Etanol)

Fuente: Federacion Nacional de Biocombustibles

Predo (Pesos)

Fuentes. (Biocombustibles, Federacion de Biocombustibles , 2019)

El proceso de fermentacion empieza cuando se convierte la celulosa en azucares, transformando
estas en bioetanol a través de microorganismos fermentadores, los cuales ayudan a acelerar el

proceso de obtencidn del bioetanol, para esto se mostrara los principales agentes fermentadores

13
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utilizados para dicho proceso (Bermudez, Castiblanco, & Avila, 2012), de los cuales se tomaron

dos de estos para realizar el estudio comparativo con base a trabajos de investigacion realizados.

Gréfica 3. Microorganismos utilizados para el proceso de fermentacién

Saccharomyces
Clostridium

Zymomonas

Escherichia
Kluyveromyces

Pichia
Thermoanaerobacterium
Candida

Thermoanaerobacter

A

— 137

|
D 60

.

|— 33
SEED 30
:— 28
— 24
b 17

13

Cantidad de Patentes

Fuente. (Boletin Superintendencia de Industria y comercio)

Con base a lo mencionado anteriormente, este proyecto tiene como objetivo realizar un estudio

comparativo de la produccion de bioetanol a través de la fermentacion batch, a partir de la biomasa

hidrolizada Eichhornia Crassipe utilizando agentes fermentadores: Saccharomyces Cerevisiae y

Candida Utilis.

14
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A raiz de la problemética ambiental y la sobreexplotacién prolifera, se han buscado
diferentes fuentes para generar energia, que regulen el dafio al medio ambiente y los indices de
contaminacién disminuyan (Bermudez, Castiblanco, & Avila, 2012). Pues el uso de
combustibles fosiles de los cuales se incluyen la gasolina, el carbon y el gas, son recursos
escasos en el mundo y son los principales elementos para obtener energia pero su utilizacion
provoca contaminacion al planeta, gases de efecto invernadero, enfermedades respiratorias y
demas problemaéticas que afectan a la vivencia de todos los seres vivos. Debido a esto, los
combustibles fésiles contribuyen con la contaminacion y en consecuencia al calentamiento
global, sin embargo en la actualidad el uso de estos genera un importante problema de
sostenibilidad, a nivel ambiental como econémicos, ya que estos recursos se agotan y siendo
estos elementos primario que no se obtienen a través de la transformacidn, estos pasan a ser

recursos no renovables.

El petroleo es uno de los elementos méas usados en el mundo, pues de €l se derivan
diferentes productos en el mundo como pinturas, productos de belleza y sobre todo combustible;
de estos combustibles se generan energia eléctrica y mecanica. Pues en el mundo mas del 95%
del transporte utiliza derivados del petrdleo. En el 2017 el 80% de la participacion de energia,
fue de los combustibles fosiles denominando la demanda mundial de energia segun la Agencia
Internacional de Energia (AIE). Pues en el afio 2017 aument6 la demanda del petréleo segun
gréfica 4, uno de los principales motivos, es por el mayor consumo de este tipo de combustible

en el sector transporte.

15
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Gréfica 4. Promedio anual de crecimiento de la demanda mundial de petréleo

mhbsd
[ ]
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Qil demand growth ® Net growth rate (right axis)

Fuente (AIE)

A raiz de lo mencionado y otros informes relacionados, la demanda de energia aumento
en un 2,1% en el 2017 el doble de crecimiento que el afio anterior, alcanzando aproximadamente
14.050 millones de toneladas de petrdleo. Los combustibles de origen fosil cubrieron mas del
70% de la demanda, en tanto que las energias renovables cubren un cuarto del consumo y eso
que dichas energias han tenido un crecimiento fuerte en el mundo. Por tal razén hay un nuevo
panorama respecto al aumento de las emisiones de CO2 que aumentaron el 1,4%, lo cual supone
un crecimiento continuo de la contaminacion. (Fernandez, 2018). Para reducir este panorama, se
han estudiado diferentes obtenciones de biocombustibles dénde los hallazgos han sido buenos y
hay posibilidades de utilizar estas nuevas metodologias para minimizar el deterioro del medio

ambiente.

Por tal razon, se podria considerar que a través del tiempo aumente el consumo de dichas
alternativas, por ende aumentado su produccion, trayendo una reactivacion de la economia para

generar suficiente bioetanol que ayudara a tener un impacto ambiental positivo; por tal razon se

16
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tendrd un indicador de necesidad que nos ayude a la utilizar la Eichhornia Crassipes con
diferentes agentes fermentadores y asi realizar una comparacion entre ellos, por lo tanto es
importante determinar ;cuél agente fermentador serd mas eficiente la levadura Candida Utilis o

Saccharomyce cervisiae en la produccion de bioetanol?.

17
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2. JUSTIFICACION

Debido al aumento de la contaminacion mundial y los indices del calentamiento global
es cada vez mas notable en nuestro planeta, pues a través de los afios ha aumentado el uso de
combustibles fdsiles que es lo que mas se conoce para obtener diferentes productos para el
consumo de la comunidad; sin embargo, en paralelo ha aumentado la conciencia de la
humanidad en ayudar a mejorar las condiciones ambientales que han visto la necesidad de buscar
otras opciones para obtener energia, que sea amiga le con el medio ambiente. Por esa razon
durante todo este trabajo se ha hablado acerca del componente més Gtil y con estudios basados,
en Colombia se utiliza el biodiesel y el Etanol por considerarse los mejores del mundo, pues se
ha establecido que la produccion de estos dos combustibles cumple con los estandares de
sostenibilidad, lo cual ha ayudado a reducir las emisiones de gases efecto invernadero en un 83%
y 74% respectivamente. (Biocombustibles, Federacion Nacional de Biocombustibles, 2013). Es
asi, que en Colombia se han hecho diferentes estudios y trabajos de grado donde buscan mostrar
los diferentes procesos de produccion para obtener energia de materiales renovables, para
destacar el potencial que se tiene para producir biocombustibles. Los estudios mas recientes han
sido sobre la obtencidn de bioetanol a través de la biomasa Eichhornia Crassipe con dos tipos de

agentes fermentadores ya mencionado como: Candida Utilis y Saccharomyces Cerevisiae.

Es por eso que ha surgido la necesidad de realizar éste proyecto, donde se desea
mostrar, cudl de los dos métodos utilizados para la obtencién de dicho biocombustible es mas
eficientes y util para mejorar los indices de aumento de gases efecto invernadero para que se

promueva la produccién del mismo y contribuya tanto a la economia del pais como al bienestar
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del medio ambiente; sobre todo para las nuevas generaciones que se veran afectadas mayormente
por estas condiciones de vida. Se tendran en cuenta dos trabajos de investigacion documentados
en la Fundacion Universitaria los Libertadores con los componentes de obtencidn anteriormente

mencionados.

Gréfica 5: Historico de produccion de Etanol en Colombia
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o 400 362
E 350 327 337
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Fuente: (Biocombustibles, Federacion Nacional de Biocombustibles, 2013)
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo General

Realizar un estudio comparativo de la obtencion de bioetanol a partir de la Eichhornia

Crassipes entre la levadura Candida Utilis y Saccharomyces Cervisiae.

3.2. Objetivos Especificos

Analizar cada uno de los procedimientos que se tuvieron en cuenta para obtener

bioetanol.

e Determinar el porcentaje de obtencion de bioetanol con la levadura Candida Utilis.

e Determinar el porcentaje de obtencidn de bioetanol con la levadura Saccharomyces

Servisiae.

e Comparar los porcentajes de obtencion de bioetanol con cada una de las levaduras

estudiadas.

e Establecer segun los datos obtenidos, cual es el método con mayor obtencion de

bioetanol.
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4. MARCO TEORICO

4.1. Etanol

Es un combustible que por sus caracteristicas fisicas y quimicas ofrece ventajas
importantes porque es un liquido de baja densidad y alto calor de combustion, ademas de su
obtencion de materias primas de origen y sustentabilidad, costo, produccién y los efectos bajos
de contaminacién al ambiente. La fuente principal de obtencién de alcohol es a través de la
biomasa la cual lleva a una gran produccion de glucosa que es la precursora del alcohol a partir

de la fermentacion. (Alvarez, Evelson, & Boveris, 2008).

FICHA TECNICA DEL ETANOL

NOMBRECOMUN Etanol o alcohol etilico
Férmula Quimica C2H60; CH3-CH20H
Aspecto Liquido e incoloro
Densidad 0,789 g/ml

Punto de Ebullicion 78,42 C

Punto de Fusidn -114,3¢C

Solubilidad Miscible

Fuentes: (Todo es Quimica, 2010)

4.1.2 Sacarosa

Es conocida como aztcar comun, siendo esta un disacarido que se es formado por una
glucosa que aparece en forma de anillo con 6 miembros y una fructosa como anillo de 5
miembros. La glucosa y fructosa estan enlazados por 1y 2 carbonos respectivamente. La
sacarosa es soluble en agua y a través de la hidrélisis acida se consigue liberar la glucosa y

fructosa. (Mendez, 2010)

21



LOS LIBERTADORES

;‘\\’;\ ,‘;.l/ FUNDACION UNIVERSITARIA

gy =

4.1.3 Glucosa

Es un compuesto util como fuente de energia para los seres vivos y es conocida como
azucar o monosacérido, la cual estd compuesta por carbono, hidrégeno y oxigeno cuya férmula
quimica es C6H1206. La glucosa es un carbohidrato abundante en la tierra y en el mundo es
conocida cémo azlcar. Asi mismo, la glucosa puede formar polimeros conocidos como
polisacaridos y el mas notable es el almidén que almacena glucosa en los vegetales. Las paredes

vegetales se forman de celulosa que también es producida por cadenas de glucosa. (Zita, 2019)

Imagen 1: Catabolismo de la glucosa

Fermentacion lactica
HO @) HO @)

N v \N ¢
i i
C=0 + W H -C-OH

CH CH

3 3
ACIDO PIRUVICO ACIDO LACTICO

Fermentacion alcohodlica

HO_ O

N

c
o=
CH

3

—-

‘ ALCOHOL
ACIDO PIRUVICO ACETALDEHIDO ETILICO

Fuente: (Zita, 2019)
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4.1.4 Almidoén

Es un polisacérido perteneciente al grupo de glucanos. Se compone de una cadena de
glucosa de estructura lineal (amilosa) o ramificada (amilo pectina) que corresponde a la reserva
energética de los vegetales. Estas estructuras son polisacaridos que el organismo puede degradar
por enzimas amilasa y glucosidasa presentes en la saliva y jugo pancreatico. EIl almidon se puede

obtener de maiz, trigo, arroz entre otros. (Castells, 2009 )

4.15 Celulosa

Es un polisacarido estructural de todo el reino vegetal, pues se encuentra en frutas,
hortalizas y cereales como constituyente de las paredes celulares. También en el arroz, maiz y
trigo se encuentra la celulosa en el pericarpio y en el germen se encuentra la hemicelulosa y
lignina. Asi mismo la celulosa es un homopolisacarido que esta unido por enlaces glucosidicos y
que se caracterizan por tener una alta resistencia mecanica y quimica por sus cadenas alineadas

en un eje longitudinal. (Dergal, 2006).

4.1.6 Hemicelulosa

Son grupos de heteropolisacaridos, es decir polisacaridos compuestos por mas de un
tipo de monomero por cadenas cortas y ramificadas de azucares que establecen su caracter
amorfo, y la facilidad para que transcurran las reacciones de hidrolisis de polimeros para dar
lugar a los azucares, la hemicelulosa es facil de hidrolizar y solubilizar que la celulosa. En la
pared celular la hemicelulosa actia como almacén de sustancias de reserva y funciones

reguladoras. (Siota, 2013)-
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4.1.7 Lignina

Es un polimero amorfo formado por la polimerizacion de unidades de fenilpropano
donde se forman diferentes enlaces que se alternan de manera desordenada. (Siota, 2013). Este
polimero contiene metoxilo contenido en madera, es resistente a la hidrolisis acida, soluble en
bisulfito y cuando se coloca a ebullicion en una solucion de &cido clorhidrico se forman
mondmeros, es decir cetonas aromaticas resultantes de la ruptura de enlaces éter. (Sifontes &

Domine, 2013)

4.2 Etanol en el mundo

En el mundo se utiliza el etanol como combustible para automoviles, pero también se
estd mezclando con gasolina para reducir el consumo de derivados del petréleo, pues de alli se
generan dos tipos de mezclas como E10 y E85 contenido de etanol de 10% y 85%
respectivamente, esto sirve para oxigenar el combustible y reducir la contaminacion del aire. Asi
mismo el etanol a través de la historia es usado de diferentes maneras como disolventes que al
mezclarse con agua generan desinfectantes o anticongelantes y gran uso en el mundo cémo

combustibles. (Moleculas Diarias , 2016).

4.3 Bioetanol

Es un tipo de alcohol inflamable que se puede obtener a partir de la fermentacion de
ciertos tipos de materiales organicos entre ellos materia vegetal con un alto contenido de
celulosa. El bioetanol se puede obtener mediante plantas como: Cafia de azucar, remolacha,

cereales y otros materiales que contengan caracteristicas apropiada para generar energia
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renovable, ya que se pueden cultivar para éste fin, y asi tener un uso correcto y eficiente de estos

para aprovecharlo constantemente. (Arriols, 2018).

4.4 Hidrolisis

Es el rompimiento de un enlace por incorporaciones de uno de los iones de agua. Se
describe el fendmeno en que una sustancia reacciona con el agua provocando la rotura de ésta en
protones y oxhidrilos, incorporando alguno de los iones a la especie que ocasiona la hidrdlisis,
asi mismo mantiene el otro ion libre, lo cual el medio inicial neutro se modifica pasando a ser
acido, si quedan protones libres, y alcalino si quedan oxhidrilos. (Morales, s.f.).. La principal
funcion de la hidrolisis es librar glucosa que se encuentra en la biomasa lignocelulosa
produciendo azucares fermentadores. Esta biomasa puede ser hidrolizada para producir
componentes quimicos que pueden ser utilizados para fuentes renovables y como se ha
mencionado anteriormente la biomasa lignocelulosa tienen componente de celulosa,
hemicelulosa y lignina que al romper dichos componentes se forman compuestos quimicos.

(Rosa, 2015)

4.4.1 Hidrolisis Acida

La hidrolisis se somete a un proceso quimico que a través de un acido catalizador, se
transforma los polisacéridos de la biomasa en mondmeros de lignina y celulosa. Los &cidos mas
utilizados son: Clorhidrico, Sulfurico, fosforico entre otros. (Galbe & Zacchi, 2002 ). De estos
proceso se puede obtener fraccidn de azucares fermentables y una fraccion de lignina y celulosa;
éste tratamiento de acido es adecuado para la eliminacion de la hemicelulosa, pero no es efectivo

para eliminar la lignina encontrada en la biomasa. (Rosa, 2015)
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Imagen 2: Hidrolisis acida

Fuente: (Rey & Garcia, 2018)

4.4.2 Hidrélisis Alcalina

Este tratamiento alcalino es capaz de separar tanto la hemicelulosa como la lignina y
los reactivos mas usados son: Hidroxido de sodio, Amoniaco, Oxido de calcio, Hidréxido de
calcio; sin embargo este tratamiento no requiere de temperaturas altas pero si necesita mayor
tiempo de prolongacion para reaccionar. (Rosa, 2015). Asi mismo, altas concentracion alcalinas
degradan y rompen los polisacaridos; por tal razén e obtienen cantidades de monémeros cOmo:

hexosas y pentosas, que son los grandes componentes para la obtencién de etanol. (Ortiz, 2013).
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4.5 Fermentacion

Son microorganismo ubicuos que se encargan de aislar de diferentes materiales, los
azucares presentes; la fermentacién es un proceso catabolico responsable de la degradacién de la
materia organica en una condicion de la ausencia de oxigeno. Esta fermentacion se clasifica

dependiendo la naturaleza del sustrato y producto final. (Gil & Pérez, 2011)

45.1 Fermentacion Alcohdlica

Es una biorreaccion que ayuda a la transformacion de azucares en alcohol y dioxido de
carbono con el objetivo de generar energia renovable. Esta fermentacion utiliza algunos agentes
principales para ayudar a la transformacion de esta como son: La levadura (Candida Utilis) y
Levadura (Saccharomyces cerevisiae), las cuales se utilizan con mayor frecuencia para la
obtencidn del bioetanol, que usa estas transformaciones para degradar la glucosa en dos
moléculas de alcohol. Tedricamente hay un rendimiento para la transformacion de glucosa en
etanol que es de 0,511g y 0,489g de CO2 por 1g de glucosa, este fue valor fue cuantificado por
Gay Lussac, pero en la realidad es dificil obtener este rendimiento porque la levadura usa la

glucosa para producir otros metabolitos. (Vasquez & Dacosta, 2007).

45.2 Sistema de Fermentaciéon en Batch

Es un proceso realizado en unos recipientes o sistema que mantiene un ambiente
biologico activo, en el cual se realiza un proceso quimico gue contiene organismos 0 sustancias
que permiten la fermentacidn en condiciones ambientales actas de (ph, temperatura, nutrientes,

concentracion de oxigeno). (Castillo & Roa, 2010).
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4.5.3 Sistema de Fermentacién Discontinua (Batch)

Es importante tener en cuenta el modo de operacion del sistema, ya que esto influye
para la construccion general del sistema para el proceso productivo y uno de ellos es el sistema
de fermentacion discontinua, que es por lotes sin alimentacién alguna, el cual se coloca en el
biorreactor la cantidad total (lote) de cada proceso para que realice el proceso productivo o de

fermentacién en el tiempo que sea necesario para culminar este. (Castillo & Roa, 2010).

4.5.4 Diseno de un sistema de fermentacién en Batch

Para el disefio del sistema de fermentacion piloto se tiene en cuenta algunas variables:

e Elsistema debe ser sellado para evitar contaminacion que altere la fermentacion

alcoholica que en vez de producir bioetanol produzca acido lactico o &cido acético.

e Sistema de desfogue de gases que permita la fermentacion sin presurizar el sistema.

e Al ser un sistema cerrado requiere tener un sistema de muestreo que permita controlar el

consumo del sustrato y porcentaje de produccion del alcohol.

e El volumen ideal de liquido en el sistema para mantener la constante transferencia de

calor en el sistema. (Bolivar, 2018).

El disefio de fermentacion se puede ver en la imagen 3, donde se realiza todo el proceso de
hidrolizado y fermentado sin tener que abrir el sistema para no perder las condiciones del

proceso.
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Imagen 3: Sistema de Fermentacion Batch

Fuente: (Bolivar, 2018)

4.6 Condiciones a medir y controlar en el proceso de fermentacion

4.6.1 Ph: Es importante tener el control del ph en este proceso, ya que en la fermentacion
alcoholica diferentes bacterias compiten con la levadura por los nutrientes y azucares, causando
disminucion en la produccion de etanol, por lo tanto entre menor sea el ph este se encuentra
protegido de bacterias contaminantes. El ph de la fermentacion se ajusta principalmente con el

acido sulfurico. (Sariol, Acosta, & Lopez, 2011).
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4.6.2 Temperatura: La temperatura es importante para todo tipo de proceso, ya que tienen

ciertas restricciones en la temperatura para aumentar el crecimiento de microorganismo.

4.6.3 Nutrientes: Se debe tener en cuenta los diferentes nutrientes del microorganismo a

trabajar, ya que de eso depende una eficiente produccion del biocombustible.

4.6.4  Concentracion de oxigeno: La presencia o ausencia de oxigeno permite detemrinar el
tipo de fermentacion, es decir, cuando un cultivo se realiza en presencia de oxigeno la
fermentacion se caracteriza como aerdbica, pero cuando el cultivo tiene ausencia de oxigeno la

fermentacién de denomina anaerobica.
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5. METODOLOGIA

5.1. Microorganismos

Como se ha mencionado anteriormente, se evaluaron dos tipos de microorganismos
fermentadores que son la levadura Candida Utilis y Saccharomyces Cerevisiae para obtencion de
bioetanol a través de la biomasa Eichhornia Crassipe. Pues la fermentacion es la degradacion de
la glucosa que realiza cuando la respiracion celular normal que utiliza oxigeno (aerobia) no es
posible, es decir cuando no hay oxigeno que actué sobre ella, esta fermentacion incluye
glucolisis que en la levaduras producen alcohol. Algunos sistemas vivos utilizan sulfato como
aceptor final en la transferencia de electrones, este proceso es respiracion celular anaerébica y lo
realizan algunas bacterias. Por lo tanto se mostrara el procedimiento realizado para obtencién de
bioetanol con los dos agentes fermentadores para comparar los procesos de obtencion, hidrélisis

y fermentado, siendo esto el mismo procedimiento para la obtencion.

Proceso de obtencion de bioetanol a partir de la levadura (Candida Utilis)

Fermentacion
Hidrdlisis aciday alcohdlica con

: . Bioetanol
alcalina levadura Candida

Utilis
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Proceso de obtencion de bioetanol a partir de la levadura (Saccharomyces Cerevisiae)

Bioetanol

5.1.2 Comparativo del proceso de recoleccion y obtencion de la biomasa Eichhornia

Crassipe

En este proceso se realizé un mismo procedimiento para las dos comparaciones, ya que
se recolecto la planta del humedal de Engativa, la cual se sometio a un procedimiento de secado
a temperatura ambiente durante un determinado tiempo, luego se procedié a realizar un secado
profundo en un horno a 100°C, al terminar este procedimiento se pasoé a triturar la planta

totalmente seca a través de un molino, obteniéndose la biomasa de Eichhornia Crassipes.

5.1.3 Comparativo del proceso de hidrdlisis entre las levaduras (Candida utilis y

Saccharomyces Cerevisiae)

e Candida Utilis: Se agreg6 80g de biomasa de Eichhornia Crassipes diluida en agua, al
proceso de hidrolisis alcalina en condiciones de temperatura y agitacion constante de
60°C y 250 RPM respectivamente, haciendola reaccionar al 1% de soda caustica (NaOH)
durante 12 horas. Este proceso de hidrélisis es sellado permitiendo que los gases salgan
sin presurizar el sistema y teniendo el control de la temperatura constante. Luego de pasar
este tiempo determinado, se agrega 10 ml de 4cido sulfurico (H2S04) al 3%, a una
temperatura y agitacion constante de 60°C y 250 RPM respectivamente, durante 12

horas. (Rey & Garcia, 2018)
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e Saccharomyces Cerevisiae: Se agreg6 509 de biomasa de Eichhornia Crassipes diluida en
agua, al proceso de hidrdlisis alcalina en condiciones de temperatura y agitacion
constante de 51,2°C y 150 RPM respectivamente, haciéndola reaccionar al 1% de soda
caustica (NaOH) durante 6 horas. Este proceso de hidrolisis se realizo de forma aerdbica
sin tapa para el desprendimiento de gases. Luego de pasar este tiempo determinado, se
agrega 10 ml de &cido sulfarico (H2SO4) al 3% a una temperatura y agitacion constante

de 30°C y 250 RPM respectivamente, durante 6 horas. (Fonseca, 2018)

A raiz de lo anterior, cada procedimiento se utiliza para que arroje determinado ph que nos

indique si ya se elimind gran porcentaje de lignina aumentando la obtencién de glucosa.

Tabla 2. Comparativo del proceso de hidrdlisis para cada levadura.

Levaduras/ Acido Sulfarico

Candida Utilis 22 ml 3,55

Saccharomyces Cerevisiae 11 ml 341

Se puede indicar que para romper el mayor porcentaje de lignina y aumento de glucosa se

necesita menor &cido sulfurico en la levadura Saccharomyce Cerevisiae.
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Gréfica 6: Comparacion entre las levaduras (Candida Utilis, Saccharomyces Cerevisiae)

Candida Utilies VS Saccharomyces Cerevisiae
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Fuente. Propia

5.1.4 Comparativo del proceso de Fermentacion entre las levaduras (Candida utilis y

Saccharomyces Cerevisiae)

Se realiza el proceso de fermentacion Batch en el frasco #2 (imagen 4) y (imagen 5) de cada uno
de los procesos con los agentes fermentadores, el cual se tomaron las medidas correspondientes a
la concentracion de glucosa, ph, % de alcohol a determinada temperatura y agitacion constante,

en este proceso se agrega la levadura al sustrato obtenido después de la hidrolisis.

e Candida Utilis: Se realizé una preparacion de 20gr de éste agente fermentador a 50ml de
agua con agitacion y temperatura constante de 250 RPM y 60°C respectivamente,

después de 1 hora se mide la temperatura y se da inicio a la fermentacion.
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e Saccharomyce Cerevisiae: Se realizd una preparacion de 7gr de éste agente fermentador a
20ml de agua con agitacion y temperatura constante de 250 RPM y 60°C
respectivamente, después de 1 hora se mide la temperatura y se da inicio a la

fermentacion.

Tabla 3: Medicidn de glucosa, % de alcohol de los agentes fermentadores

Alcohol  Glucosa(mg/dl)
%

Glucosa(mg/dl) Alcohol%

0 344 0 125 0
6 243 1.5 36,2 1
8 197 1.8 E-2 1
12 167 2 E-2 1

Fuente: (Fonseca, 2018) (Rey & Garcia, 2018)

Al realizar la comparacién de los dos agentes fermentadores se puede evidenciar los siguientes

resultados:

e Al transcurrir las horas la cantidad de glucosa del sustrato va disminuyendo pero a

medida que esto sucede, se va produciendo mayor porcentaje de alcohol.

e Segun la tabla, el agente fermentador Candida Utilis, brinda mas rendimiento de % de
alcohol que la Saccharomyce Cerevisiae; sin embargo se tiene en cuenta que se utilizd

mayor cantidad de Candida lo que puede influir en el aumento de alcohol.

e También se puede analizar que al pasar las horas la levadura Saccharomyce Cerevisiae se

consume mas rapido la glucosa del sustrato, por ende a un determinado tiempo es poco el
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sustrato a consumir que no produce mas alcohol; a comparacion de la Candida Utilis que
al mismo tiempo de medir puede continuar produciendo alcohol por ser mas lento el

proceso de fermentacion.

Sin embargo la comparacion no es muy clara debido a que las cantidades de sustrato
usado de cada agente es diferente; lo cual nos lleva a revisar el rendimiento de los agentes

por unidad de gramo de cada uno.

Tabla 4. Comparacion por unidad de gramo de los dos agentes fermentadores

Sustrato (gr) Alcohol Sustrato (gr) Alcohol%
%
20 2 7 1
1 0,1 1 0,14

Fuente. Propia

Lo que se puede concluir con este analisis matematico, se puede tener coherencia al
plantear que la cantidad de alcohol puede varias dependiendo la cantidad de sustrato
agregado. Y la diferencia es notable véase en la Gréfica 7.

Gréfica 7. Valor real y tedrico del porcentaje de alcohol dependiendo cantidad de agente
fermentador

CANDIDA VS SACCHAROMYCE

® Sustrato (gr) = Alcohol (%)

B ]

Candida Utilis Tedrico Candida Saccharomyce Tedrico Saccharomyce
Cerevisiae

Fuente. Propia
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Imagen 4. Sistema piloto de fermentacion en Batch con la levadura Candida Utilis

Fuente. (Rey & Garcia, 2018)

Imagen 5. Sistema piloto de fermentacion en Batch con la levadura Saccharomyce Cerevisiae

Fuente. (Fonseca, 2018)

37



LOS LIBERTADORES

FUNDACION UNIVERSITARIA

5.1.5 Comparativo de la Taxonomia de las Levaduras (Candida Utilis, Saccharomyces

Cerevisiae)

Candida Utilis

Saccharomyces Cerevisiae

REINO

DIVISION

CLASE

FAMILIA

GENERO

Mycetae

Deuteromycotina

Blastomycetes

Cryptococcaceae

Candida, Cryptococcus,

Trichosporon

Fuente. (Valdes, 2008) (Lopez, 2017)

Hongo

Amastogomycota

Ascomycetes

Saccharomycetaceae

Saccharomyces

Esta clasificacidn esta basada con las caracteristicas anatdmicas, morfolégicas, fisiologicas,

genéticas entre otras. Esto con el fin de identificar sus propiedades que nos genere similitud y
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poder analizar como se comportaria cada una, dependiendo su relacidn; sin embargo al observar
estd clasificacion se puede concluir que no tienen similitud aun teniendo el conocimiento de que

son levaduras, pues pertenecen a diferentes reinos, familia, género y demas.
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6. CONCLUSIONES

Para realizar estos proceso de obtencion de bioetanol, es necesario utilizar el sistema de
fermentacién batch disefiado por (Bolivar, 2018), ya que esta capacitado para soportar las
diferentes condiciones que se necesitan para realizar el procedimiento completo de

hidrélisis y fermentacién alcohdlica para los diferentes agentes fermentadores.

Se analiz6 que para los dos tipos de levadura (Candida Utilis, Saccharomyces Cerevisiae)
se utiliza el mismo procedimiento de hidrolizado para romper el mayor porcentaje de

lignina.

Con base al proceso de hidrolisis, se puedo analizar que la biomasa utilizada para la
Saccharomyces Cerevisiae realizo su procedimiento de degradacion de la lignina en un
menor tiempo (6 horas) a comparacion de la biomasa usada para la Candida Utilis (12
horas) obteniéndose un ph similar en los dos procesos, cabe aclarar que la hidrolisis para
las dos levaduras se hicieron a igualdad de condiciones; esto pudo pasar debido a la
cantidad de biomasa utilizada para cada proceso, pues para la Candida Utilis fue mayor;

por ende puede influir en el rendimiento del acido.

Se pudo evidenciar en el proceso de hidrdlisis, que la cantidad de acido sulfarico fue menor
para la biomasa usada en la Saccharomyces Cerevisiae que para la biomasa de la Candida

Utilis.

El ph obtenido de la biomasa para la Candida Utilis fue de 3,55 y para la biomasa de la
Saccharomyces Cerevisiae fue de 3,41. Segun el analisis este valor puede variar

dependiendo la cantidad de biomasa usada.
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Se obtuvo bioetanol a través del sistema piloto de fermentacién Batch a partir de la biomasa
hidrolizada Eichhornia Crassipes utilizando la levadura Candida Utilis, en un tiempo de 12

horas, alcanzando un porcentaje de alcohol del 2%.

Se obtuvo bioetanol a través del sistema piloto de fermentacion Batch a partir de la biomasa
hidrolizada Eichhornia Crassipes utilizando la levadura Saccharomyces Cerevisiae, en un

tiempo de 6 horas, alcanzando un porcentaje de alcohol del 1%.

Se realiz6 la comparacion del % de alcohol obtenido por cada uno de los procesos de
obtencion de bioetanol, indicando que la levadura Candida Utilis tuvo mayor % de este;
sin embargo se pudo concluir que un factor determinante de esto, es la cantidad agregada
del agente fermentador para cada proceso. Lo que nos llevé a realizar una comparacion por

unidad de gramo de cada uno de estos.

Se realizd la comparacion por unidad de gramo de cada agente fermentador, lo cual se
obtuvo que por un gramo de Candida Utilis se obtuvo un 0,10% de alcohol y por un gramo
de Saccharomyces Cerevisiae se obtuvo un 0,14. Con base a esto se concluyé que la
obtencidn de bioetanol es mas eficiente con la levadura Saccharomyces Cerevisiae, debido

al rendimiento de alcohol que se obtiene por una unidad de este.
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7. RECOMENDACIONES
Los resultados de los procesos de obtencion de bioetanol son de buen rendimiento, por
eso se recomienda que para siguientes estudios, se tomen cantidades iguales para poder
analizar mejor los datos. Asi mismo, se sugiere que el ph e mantenga entre 3.5 y 5.0 para
que los diferentes procesos sean dptimos.
Se recomienda que para hacer estudios y procesos que requieran fermentacién, se utilice
el sistema piloto de fermentacién Batch disefiado por (Bolivar, 2018), ya que estéa
disefiado para controlar adecuadamente las diferentes condiciones que se presentan en
dichos procesos.
Asi mismo, se quiere mostrar que es necesario aprovechar las diferentes maneras de
obtener bioetanol a través de la biomasa Eichhornia Crassipe con las diferentes las
levaduras, que ayudan a agilizar el proceso de fermentacion para obtener resultados en
menor tiempo. Pues como se ha estudiado, las materias primas que tienen en su
composicion azucares se puede obtener proceso de fermentacion pero que tal vez se tarde

un poco a diferencia de utilizar esto agentes.
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