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RESUMEN

Para la produccion de etanol en el mundo se utiliza mayormente como fuente
biomasa. Este etanol es denominado, por su origen bioetanol. El etanol puede
producirse a partir de un gran nimero de plantas, con una variacion, segun el
producto agricola, del rendimiento entre el combustible consumido y el generado en
dicho proceso. Este etanol, conocido como bioetanol, es un recurso energético
potencialmente sostenible que puede ofrecer ventajas medioambientales y
econOmicas a largo plazo en contraposicion a los combustibles fésiles.

Para la produccion de bioetanol, se ha disefiado un sistema de fermentacion, el cual
es realizo dentro el laboratorio de los Libertadores con el fin de generar la
fermentacion de la levadura Candida Utilis para obtener bioetanol a partir de la
biomasa Eichhornia crassipes. (Jose, 2004)

El presente trabajo tuvo como objetivo la produccion de etanol entre la Eichhornia
crassipes y la Candida utilis, Se implementa la generacion de varios ensayos a traves
de diferentes concentraciones, con el fin de establecer el mejor porcentaje de
produccion de alcohol.

Este esfuerzo responde a la necesidad de agrupar informacion valiosa, que
ofrezca una perspectiva sobre las tecnologias que existen para producir este tipo
de biocombustible y de como se han aplicado a diferentes fuentes, en particular el
Eichhornia crassipes.
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INTRODUCCION

El etanol se considera con un recurso energético de mayor potencian sostenible a
nivel mundial, de alta viabilidad técnica, que brinda grandes ventajas
medioambientales y ante todo econdmicas a largo plazo, puesto que a diferencia
del petroleo, este se obtiene a partir de fuentes vivas como microrganismos, los
cuales realizan la fermentacion de azucares que pueden provenir de subproducto
de grandes procesos industriales; emplear estos subproductos, como sustratos para
ser fermentados y obtener etanol, generan una oportunidad importante en el
desarrollo de nuevas formas de energia renovable y en los cuales se encuentre un
desarrollo sostenible con el medio ambiente. (Jose, 2004)

El etanol es un biocombustible que a través de los afios ha obtenido un gran
desarrollo a nivel mundial, aun asi, Colombia no se ha quedado atras con la
produccion de esta energia alternativa, la cual principalmente se ha generado a
partir de la cafia de azlcar y aceite de palma.

En la bdsqueda de nuevas alternativas, se ha realizado un estudio sobre las
diversas materias primas y sus respectivas derivadas o transformaciones para la
produccion de etanol en la actualidad.

Este estudio proporciona una visién general de los métodos potenciales para la
produccion industrial de etanol. Se presta una atencion mayor a la tecnologia que
producen este alcohol a partir de fuentes renovables. Comprende la recuperacion
potencial de bioetanol deshidratado y etanol hidratado para su utilizacion como
combustibles de transporte. Entre estas tendencias se destaca:

e La produccion de etanol a partir de celulosa utilizando bacterias; este método
permite la exclusibn de pretratamientos de materias primas intensivos
energéticamente, combinando procesos de hidrdlisis y fermentacion. (Ritslaid,
2010)

Una alternativa viable para la produccion de bioetanol es la E. crassipes conocida
en Colombia como “Buchén de agua”, esta planta acuatica es un indicador de
contaminacion en humedales, rios etc. debido a su alta reproductividad en aguas
contaminadas. En la actualidad se presenta grandes acumulaciones de esta planta
en los humedales juan amarillo, la conejera entre otros.

En una situacion de deficiencia de petroleo, el bioetanol de levadura y fermentacion
bacteriana es una fuente alternativa prometedora de combustible.

El objetivo de este estudio fue determinar si la relacion entre Eichhornia crassipes con
la Candida Utilis mejora el crecimiento y la produccion de etanol, y crear una
oportunidad para usar una fruta regional para producir etanol

8
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La escasez o agotamiento de las principales fuentes de energia, en este caso el
petréleo (combustible fésil), ha generado que la mayor parte del mundo busque
otros métodos de produccion de energias, donde se han enfocado en las energias
alternativas. Este estudio a demostrado que, para la generacion de dichas energias,
los paises deben de requerir con algunos factores importantes, como lo es la
posicion geografica. Gracias a esto, Colombia cuenta con un gran potencial lo cual
ha permitido el crecimiento en los estudios relacionados con ello. (Antioquia, 2018)

Cada vez la demanda del petrdleo se acelera debido al crecimiento econémico,
derivado de la industrializacién, mejoras en la infraestructura y urbanizacion de
paises en desarrollo, trayendo consigo incrementos en los precios debido al escaso
abastecimiento de este producto.

Adicional a esto, la extraccion del petréleo como fuente energética, trae consigo el
dafio natural, no solo por la generacién de grandes cantidades de diéxido de
carbono, el cual es el principal causante del calentamiento global (Levtona,
2006)sino también por el impacto sobre el territorio donde se realizan dichas
explotaciones (Bricefio, 2004), estos fenédmenos y problematicas pueden ser
minimizadas con la generacion de nuevas fuentes energeéticas.

El etanol se considera con un recurso energético de mayor potencian sostenible a
nivel mundial, de alta viabilidad técnica, que brinda grandes ventajas
medioambientales y ante todo econdmicas a largo plazo, puesto que a diferencia
del petroleo, este se obtiene a partir de fuentes vivas como microrganismos, los
cuales realizan la fermentacion de azucares que pueden provenir de subproducto
de grandes procesos industriales; emplear estos subproductos, como sustratos para
ser fermentados y obtener etanol, generan una oportunidad importante en el
desarrollo de nuevas formas de energia renovable y en los cuales se encuentre un
desarrollo sostenible con el medio ambiente. (Jose, 2004).

Se considera que con el paso del tiempo, sea maximizada a produccion de este tipo
de energia renovable, el cual permite la minimizaciéon de dafio ambiental, de igual
manera generando la reactivacion del agro, para lograr el aumento de produccién
etanol carburante, sino también aumentar la plantacion de aquellos compuestos
naturales que permitan dicha generacion. De aqui nace la pregunta ¢Cual es el
rendimiento de produccion de etanol a través de la Eichhornia crassipes y la Candida
Utilis?
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2. JUSTIFICACION

Para la ejecucion de las actividades del hombre, es de vital importancia la energia,
aunque el crecimiento de la demanda ha vuelto este tema de gran importancia
mundial, ya que nacionalmente cada dia se enfrenta contra nuevos retos lo cual
genera complicaciones en la obtencion de energia. El petréleo actualmente se ve
COmo una amenaza constante, puesto que el crecimiento mundial esta agotando
este recurso natural, el cual se considera no renovable y de dificil consecucion;
debido a esto el etano es una fuente renovable la cual a nivel mundial ha generado
la profundizacion de investigaciones lo cual a ayudado al crecimiento notable de
esta produccién. La demanda de esta energia a sido tan alta que en el afio 2000
paso de 19 billones de litros a 22 billones de litros en el 2004, afio en el cual se
reflejé el primer incremento elevado en esta produccion (Enriquez, 2004).

La Eichhornia Crassipes surge como una alternativa viable para produccion de
bioetanol en el proyecto de investigacion “Optimizacion del proceso de produccion
de bioetanol a partir de la biomasa hidrolizada de la Eichhornia crassipes en los
biorreactores desarrollados en la Fundacion Universitaria los Libertadores”, debido
a su alta composicion energética que posee; las microalgas son de rapido
crecimiento, se ven a simple vista y se encuentran en mantos acuiferos de agua
dulce, salada y aguas residuales, éstas acumulan proteinas, aceites y
carbohidratos, y poseen la capacidad para mitigar las emisiones de CO2 y producir
lipidos. Se utilizar4 los biorreactores y equipos adquiridos en la Fundacion
Universitaria los Libertadores para el proceso de produccién de bioetanol,
evaluando con la bacteria Candida Utilis a partir de la biomasa hidrolizada de la
Eichhornia Crassipes.

10
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar el proceso de produccién de Bioetanol a partir de la biomasa
hidrolizada de la Eichhornia Crassipes con la levadura Candida Utilis como
agente fermentador.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Aplicar el sistema piloto de fermentacion en Bath (cerrada) de la
Fundacién Universitaria lo Libertadores para la obtencién de alcohol a
través de la Eichhornia Crassipes (Sustrato).

Extraer Eichhornia crassipes, secar y triturar para la generacion de
biomasa a través de la hidrolisis.

Realizar el proceso de hidrolisis &cida y alcalina al sustrato posterior
realizar la fermentacion alcohdlica.

Evaluar el comportamiento de la concentracién de glucosa durante el
proceso de degradacion de la biomasa del sustrato para la obtencion de

bioetanol.

Analizar los datos obtenidos bajo la reaccion generada por los dos
procesos para la “Generacion de alcohol”.

11
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3. MARCO TEORICO.

3.1. Etanol
El etanol, también denominado alcohol, alcohol etilico y alcohol de grano, es un liquido
transparente e incoloro y el principal ingrediente de bebidas alcohélicas como cerveza, vino
o brandi. Debido a que puede disolverse facilmente en el agua y otros compuestos
orgéanicos, el etanol también es un ingrediente de una variedad de productos, desde
productos de cuidado personal y belleza, hasta pinturas, barnices y combustibles.

3.1.1 ¢;Qué es el etanol?

El compuesto quimico etanol, o alcohol etilico, es un alcohol que se presenta como un
liquido inflamable con un punto de ebullicion de 78 °C. Al mezclarse con agua en cualquier
proporcion, da una mezcla azeotrépica. Su férmula quimica es CH3-CH2-OH. (Salomon,
2000-2007)

El alcohol es un liquido incoloro y volatil que esta presente en diversas bebidas
fermentadas. Anteriormente se obtenia el etanol por fermentaciébn anaerdbica de una
disolucién de azucares con levadura y posteriormente se realiza el proceso de destilacion.
Dependiendo del género de Bebida alcohdlica que lo contenga, el alcohol aparece
acompafado de distintos elementos quimicos que lo caracterizan en color, gusto, aroma,

entre otros aspectos relevantes.

3.1.2 Propiedades fisicas.

Estado de agregacion Liquido
Apariencia incolora

Densidad 810 kg/m3; (0,810 g/cm3)
Masa molecular 46,07 uma

Punto de fusion 158,9 K (-114,1 °C)
Punto de ebulliciéon 351,6 K (78,6 °C)
Temperatura critica 514 K (241 °C)
Presion critica 63 atm.

3.1.3 Propiedades quimicas.

Acidez (pKa) 15,9
Solubilidad en agua miscible
KPS n/d

Momento dipolar n/d D
Termoquimica

HO gas -235.3 kJ/mol

12
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HO liquido -277.6 kJ/mol

SO liquido, 1 bar 161.21 Jsmol-1+K-1

Valores en el Sl y en condiciones normales

(0 °Cy 1 atm), salvo que se indique lo contrario.
Exenciones y referencias

3.1.4 Usosy beneficios.

3.1.4.1 Productos de cuidado personal.

El etanol es un ingrediente comdn en muchos cosmeéticos y productos de belleza. Actla
como astringente para limpiar la piel, como conservador en lociones y para asegurar que
no se separen los ingredientes de una locién; también esta presente en los aerosoles para

el cabello, para que el producto se adhiera al cabello. (ChemicalSafetyFacts.org, 2008)

3.1.4.2 Productos para el hogar

El etanol se mezcla facilmente con el agua y muchos compuestos organicos, y genera un
disolvente efectivo para usar en pinturas, lacas y barnices, como también en productos de
cuidado personal y productos de limpieza para el hogar. Como aditivo para los productos
de limpieza, el etanol también se usa como conservador porgue es eficaz en la anulaciéon
de los organismos que podrian representar un peligro para los consumidores.
(ChemicalSafetyFacts.org, 2008)

Debido a que el etanol es efectivo para matar microorganismos, como las bacterias, los
hongos y los virus, es un ingrediente comun en muchos productos de desinfeccién y

antibacteriales.

3.1.4.3 Aditivos alimentarios

Como aditivo alimentario, el etanol puede ayudar a distribuir uniformemente la coloracién
de los alimentos, como también realzar el sabor de extractos de alimentos. Por ejemplo, el
extracto de vainilla, un aromatizante alimentario comun, se elabora mediante el curado y el
procesamiento de vainas de vainila en wuna solucion de etanol y agua.
(ChemicalSafetyFacts.org, 2008)

Las bebidas destiladas parten igualmente de una materia rica en azlcares de la cual se
obtiene un mosto para su fermentacién alcohdlica, y posteriormente se realizan al menos

dos destilaciones donde se recupera el Etanol obtenido y los compuestos volatiles que le
13
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propiciaran la identidad a la bebida. Una correcta destilacién permitira recuperar Etanol para
un rendimiento adecuado, asi como la diversidad y concentracidén correcta de compuestos

arométicos. (Universidad Iberoamericana, 2013)

3.1.4.4 Combustible

Mas del 97 por ciento de la gasolina contiene etanol, por lo general en una mezcla
denominada E10, que esta conformada por un 10 por ciento de etanol y un 90 por ciento
de gasolina, para oxigenar el combustible y reducir la contaminacion del aire. El etanol tiene
mayor cantidad de octanos que la gasolina, lo que proporciona propiedades de mezcla de
calidad suprema. Los requisitos de cantidad minima de octanos impiden la anulacion del
motor y mantienen la facilidad de conduccién. (ChemicalSafetyFacts.org, 2008)

El combustible resultante de la mezcla de etanol y gasolina se conoce como gasohol o
alconafta. Dos mezclas comunes son E10 y E85, con contenidos de etanol del 10% y 85%,
respectivamente.

El etanol también se utiliza cada vez mas como afiadido para oxigenar la gasolina normal,
reemplazando al éter metil tert-butilico (MTBE). Este Ultimo es responsable de una
considerable contaminacién del suelo y del agua subterranea. También puede utilizarse
como combustible en las celdas de combustible.

3.1.5 Toxicologia.

El etanol actia sobre los receptores acido y-aminobutirico de tipo A (GABAa) como
modulador alostérico positivo aumentando el flujo de iones transmembrana lo que induce a
un estado de inhibicion neuroquimica (efecto ralentizador). Produce efectos similares a las
benzodiazepinas y los barbitdricos, que actian sobre el mismo receptor, aunque en sitios
distintos. Esta semejanza incluye el potencial adictivo, que también es similar.

El etanol puede afectar al sistema nervioso central, provocando estados de euforia,
desinhibicién, mareos, somnolencia, confusion, ilusiones (como ver doble o que todo se
mueve de forma espontanea). Al mismo tiempo, baja los reflejos. Con concentraciones mas
altas ralentiza los movimientos, impide la coordinacién correcta de los miembros, pérdida
temporal de la vision, descargas eméticas, etc. En ciertos casos se produce un incremento
en la irritabilidad del sujeto intoxicado como también en la agresividad; en otra cierta
cantidad de individuos se ve afectada la zona que controla los impulsos, volviéndose
impulsivamente descontrolados y frenéticos. El consumo de grandes dosis de etanol causa
embriaguez (intoxicacién alcohdlica), que puede provocar resaca una vez se han terminado
los efectos. Segun la dosis y la frecuencia con que se consuma, el etanol puede causar
coma etilico, pérdida de conocimiento, una paralisis respiratoria aguda o incluso la muerte.
Como el etanol perjudica las habilidades cognitivas, puede incitar a comportamientos
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temerarios o irresponsables. La toxicidad del etanol es causada en gran medida por su
principal metabolito, el acetaldehido y su metabolito secundario, el 4cido acético.

3.2 Bioetanol.

El etanol es un combustible que puede producirse a partir de un gran nimero de plantas,
con una variacion, segun el producto agricola, del rendimiento entre el combustible
consumido y el generado en dicho proceso. Este etanol, conocido como bioetanol, esta
sujeto a una fuerte polémica: para unos se perfila como un recurso energético
potencialmente sostenible que puede ofrecer ventajas medioambientales y econémicas a
largo plazo en contraposicion a los combustibles fosiles, mientras que para otros es el
responsable de grandes deforestaciones y del aumento del precio de los alimentos, al
suplantar selvas y terrenos agricolas para su produccion,1 dudando ademas de su
rentabilidad energética.2

El bioetanol tiene las mismas caracteristicas y composicion quimica que el etanol ya que
se trata del mismo compuesto. La diferencia radica en su proceso de producciéon. El
bioetanol ha de ser obtenido desde biomasa, no pudiendo obtenerse del petréleo.

Todos los licores alcohdlicos que proceden de la fermentacion del azucar de alguna planta
se pueden denominar como bioetanol.

Debido al aumento de las medidas tomadas para controlar las emisiones totales de gases
con efecto invernadero, la utilizacion de este alcohol como combustible para el trasporte
por carretera esta creciendo muy rapido. Un analisis del ciclo de vida completo de este
producto como combustible muestra como las emisiones generadas en el proceso de
produccion del combustible y las de operacién son compensadas por las fijadas en el cultivo
durante su crecimiento.

Aun estan pendientes estudios claros acerca de las emisiones de este combustible en la
operacion. Es posible que contaminantes organicos como el benceno o algunos aldehidos
aumenten, por lo que es necesario estudiar su impacto en la salud humana.

El etanol se obtiene facilmente del aztcar o del almidén en cosechas de maiz y cafia de
azucar, entre otros. Sin embargo, los actuales métodos de produccién de bio-etanol utilizan
una cantidad significativa de energia en comparacion con la energia obtenida del
combustible producido. Por esta razén, no es posible sustituir enteramente el consumo
actual de combustibles fésiles por bio-etanol.
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3.3. OBTENCION DE ETANOL POR FERMENTACION ALCOHOLICA.

La fermentacién es un término general, que indica la degradacion aerdbica o anaerdbica de
un substrato organico a diversos productos, por la accion de levaduras y algunas bacterias
gue producen enzimas para realizar dicha funcién y obtener energia en forma de ATP.

La degradacion anaerdbica es quizd la mas antigua, puesto que los organismos Vivos
aparecieron en una tierra primitiva, la cual era carente de oxigeno (Lehninger, 1997)

Existen muchas clases de fermentaciones, dependiendo de: el tipo de organismo que las
produce, del substrato, o incluso de las condiciones impuestas, tales como pH o el
abastecimiento de oxigeno.
Una de las mas importantes y mejor conocidas es la fermentacién alcohdlica, la cual es una
biorreaccién que permite degradar azlcares en alcohol y diéxido de carbono mediante la
siguiente reaccién quimica.

Las principales responsables de esta degradacion son las levaduras. Candida Utilis, es una
de las especies de levadura usada con mayor frecuencia. A nivel estequiométrico, esta
reaccion parece ser sencilla, pero la secuencia de transformaciones para degradar la
glucosa hasta dos moléculas de alcohol y dos de diéxido de carbono es un proceso muy
complejo, puesto que al mismo tiempo la levadura debe utilizar la glucosa y otros nutrientes
adicionales para poder reproducirse. (Vazquez & Dacosta, 2007)

El rendimiento estequiométrico tedrico para la transformacion de glucosa en etanol es de
0.511 g de etanol y 0.489 g de diéxido de carbono por 1 gramo de glucosa.
En realidad, es dificil obtener este rendimiento por que como se mencion6 anteriormente la
levadura utiliza glucosa para la produccion de otros metabolitos indispensables para su
crecimiento y desarrollo. El rendimiento experimental varia entre el 90 y el 95 % del tedrico,
y en la industria varia del 87 al 93 % del te6rico (Vazquez & Dacosta, 2007)

Puesto que gran cantidad de residuos que contienen carbohidratos de precio muy reducido,
pueden aprovecharse en la fabricacion de etanol; este tipo de fermentacion a escala
industrial ha sido usada afios atras por la humanidad para la elaboracion de cerveza, vinos
y en general bebidas alcohdlicas y en la actualidad se le estad dando un valor agregado a la
produccion de etanol para ser utilizado como biocombustible.

La fermentacion alcohélica industrial tipica es esencialmente un proceso que se produce
en un biorreactor, mediante el cual determinados substratos son transformados mediante
la reaccion microbiana en etanol, didxido de carbono y biomasa. Estos contenedores son
herméticos y permiten retirar mediante canalizaciones apropiadas el dioxido de carbono
resultante.

El éxito de una buena fermentacion depende de la eficacia del tratamiento preliminar:
concentracion del azucar, pH y temperatura 6ptimos; la adicion de sustancias nutritivas al
mosto, contaminacion por otros microorganismos, empleo de un organismo resistente a
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altas concentraciones de alcohol, mantenimiento de condiciones anaerobias y la inmediata
destilacion del producto fermentado (Prescott Cate & Cecil Gordon, 1992)

La fermentacion de tipo industrial esta enfocada, en aumentar la eficiencia de los
birreactores, con el fin de obtener mejores resultados en cuanto a productos, empleando
teorias de control, en las variables que determinan la eficiencia del proceso, como son el
calor, la temperatura, contaminaciones, pH, niveles de alcohol, concentraciones del
sustrato, biomasa producida entre otras (Biocombustibles, 2007).

2.2.1 Condiciones que medir y controlar en el proceso de fermentacion

3.3.1.1 Temperatura.
La temperatura afecta de manera notable en el crecimiento microbiano, debido a que
los microorganismos tienen un rango restringido de temperatura para su crecimiento.

3.3.1.2 pH.

El pH tiene una gran influencia en los productos finales del metabolismo anaerobio, por
lo tanto, es importante tener un control sobre esta variable durante el desarrollo del
proceso de fermentacién puesto que los microorganismos poseen un pH éptimo en el
cual tienen mayor velocidad decrecimiento y rendimiento.

3.3.1.3 Nutrientes.

Un medio de cultivo debe de tener todos los elementos necesarios para el crecimiento
microbiano, para esto se debe tener en cuenta los requerimientos nutricionales del
microorganismo con el cual se va a trabajar.

3.3.1.4 Aireacion.

La ausencia o presencia de oxigeno permite una seleccién tanto del microorganismo
como de los productos de este. Cuando el cultivo se realiza en presencia de oxigeno la
fermentacion se denomina aerdbica y cuando este carece de oxigeno se denomina
anaerdbica. Si la fermentacion es anaerdbica, la mayor parte del carbono se emplea
como energia y solo el 2 % se asimila como material celular. Candida Utilis es una
levadura que posee alta actividad metabdlica, por lo que en un proceso fermentativo en
fase aerobia se caracteriza por la produccion de biomasa y en fase anaerdbica
generalmente por la produccion de etanol.

3.3.1.5 Productividad.

La productividad se define como la produccion de biomasa por unidad de volumen, por
unidad de tiempo de cultivo, dado en concentracion de biomasa (g/L) en funcién de
tiempo (h).
(Garzon & hernandez, 2009)
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2.2.2 Limitantes de la fermentacion

3.3.2.1 Concentraciéon de alcohol.

Las levaduras, presentan cierta resistencia a las concentraciones de alcohol que se
producen durante la fermentacién, debido a que el etanol, inhibe el transporte de D-
xilosa, amonio, glicina y algunos aminoéacidos, asi como afecta la funcién y estabilidad
de algunas enzimas citoplasméticas como la hexoquinasa, debido a que, a
concentraciones criticas de etanol, se presenta la formacibn de un complejo
hexoquinasa-etanol el cual puede detener la reaccidén glucosa a glucosa-6 fosfato.

En conclusién, la tolerancia al alcohol depende de la habilidad de la célula para exportar
el etanol del interior al medio externo, un proceso que depende de la composicion de la
membrana y de la fluidez de esta.

La célula madifica la composicién en acidos grasos de la membrana para minimizar los
efectos de la fluidez que produce el etanol, de la misma manera la adaptacion de las
levaduras al etanol también obedece a una modificacion de la composicion lipidica de
las membranas debido basicamente a un enriquecimiento de las mismas en esteroles y
acido grasos de cadena larga, de esta manera para las levaduras poder adaptarse a
altas concentraciones de alcohol debe existir un aumento del contenido de &cidos
grasos insaturados con respecto a los saturados y un aumento en la longitud de las
cadenas carbonadas de los &cidos grasos (Tomass, 2004)

3.3.2.2 Acidez del sustrato.

El pH es un factor limitante en el proceso de la fermentacion debido a que las levaduras
se ven afectadas por el ambiente en el cual se desarrollan es decir alcalino o acido. Las
levaduras tienen rango 6ptimo de pH que va desde 3.5 hasta 5.5.

En el proceso de fermentacion, el pH tiende a disminuir debido a la produccion de
acidos, formados al tomar los nitrdgenos de los aminoécidos perdiendo su caracter
anfétero. En los procesos industriales, se hace uso de soluciones tampén para
mantener niveles 6ptimos de acidez (Rios del Risco, Fajardo, & Pérez M., 2005)

3.3.2.3 Concentracién de AzlUcares.

Las concentraciones altas de azlcares afectan los procesos de osmosis dentro de la
membrana celular, el rango 6ptimo de concentracién de azlcar es de 10 a 18%, puesto
gque a concentraciones de 22% las levaduras empiezan a tener problemas en su proceso
de respiracion celular (Rios del Risco, Fajardo, & Pérez M., 2005)
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3.3.2.4 Temperatura.

Las levaduras son microorganismos mesofilos, por lo tanto, su temperatura no puede
sobrepasar los 50°C, puesto que a esta temperatura o temperaturas superiores se
produce su muerte. Por lo tanto, debido a que la fermentacion es un proceso exotérmico,
se debe mantener en el mismo un control de temperatura para mantener la temperatura
en su valor optimo que es de 30 °C.

3.3.2.5 Ritmo de crecimiento de las cepas.

Durante la fermentacion las cepas crecen en numero debido a las condiciones
favorables que se presentan en el medio, esto hace que se incremente la concentracion
de levaduras.

3.3.2.6 Materias primas.
El etanol puede obtenerse a partir de cualquier azlcar o polisacaridos. En general la
materia prima puede clasificarse en tres grupos (Biocombustibles, 2007)

3.3.2.7 Fuentes con alto contenido de azucares.

Como lo son azucar de cafa, remolacha, melazas y jugos de fruta. Son materias primas
gque poseen un alto contenido de azucares simples y fermentables, como la glucosa, la
fructosa, la galactosa y la sacarosa, entre otros. La ventaja de utilizar este tipo de
fuentes consiste en que no es necesario realizar tratamientos previos para obtener los
azucares fermentables, puesto que estos ya se encuentran presentes. (Garzon &
hernandez, 2009)

3.3.2.8 Fuentes con alto contenido de almidén.

Como por ejemplo el maiz, malta, cebada, avena trigo, arroz, sorgo y otros. Estas
fuentes deben ser tratadas previamente para obtener los azlcares fermentables. En el
caso de los cereales, estos deben someterse previamente a un proceso de hidrdlisis del
almidoén, con el fin de romper este biopolimero en azucares fermentables que estén
disponibles para los microorganismos encargados de la fermentacién alcohdlica.
(Garzon & hernandez, 2009)

3.3.2.9 Fuentes ricas en celulosa.

Como la madera, residuos de pasta y el papel. Las materias primas con alto contenido
de celulosa son las fuentes mas abundantes de biomasa a nivel global, y su uso ha
tenido un creciente interés global; sin embargo, la compleja composiciéon quimica de
estas fuentes ha planteado retos tecnolégicos que aun no han podido ser
satisfactoriamente superados. La clasificacion de las materias primas se ilustra en la
Figura 1.
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llustracion 1. Materiales Primas utilizadas para la produccién de etanol

Maiz
Trigo .
i —= ALMIDOMES
Sorgo l
Hidrolisis
Remolacha . —
Cana AzGcar —» AZUCARES —» ' paiea acioft
Melaza
Hidrolisis
Madera T
Resid
de podas —* CELULOSAS
RSU

Etanol

(Biocombustibles, 2007)

2.2.3 Etanol a partir de melaza.

— hidratado ™ Deshidratacion — Etanol

Obtencién de la melaza. La melaza se obtiene como subproducto final de la
elaboracion del azicar de cafia en la figura 2 se muestra un cuadro resumido de su

obtencion.

llustracion 2. Proceso de Obtencion de la Melaza

Cafia de Azdcar |—|r'—'~.|l‘na-.;-:narr|ier|tu|—1Eﬁl|auui-_'un del jugo]

I
[Extraccidn del

azdcar

Clarific

acion

|Jugo u:lalriﬁuzadal

Cristalizacian

Froduccion de mazacote o templa

Centrifugacidn

MELAZA

Residuos de espuma,

barro v desperdicios

(Fajardo C. & Sarmiento F., 2008)
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Composicion de la melaza. La composicion de la melaza es muy heterogénea y puede
variar considerablemente dependiendo de la variedad de la cafia de azucar, suelo,
clima, periodo de cultivo, de la operacion de la fabrica, sistema de ebullicion del azicar,
tipo y capacidad de los evaporadores, entre otros. Por otro lado, la melaza de cafia se
caracteriza por tener grados Brix o sélidos disueltos entre 68 y 75 % un pH de 5.0 a 6.1
(Fajardo C. & Sarmiento F., 2008)

Constituyentes Principales
Agua

Azlcares

Otros carbohidratos
Cenizas

Compuestos nitrogenados
Acidos no nitrogenados
Ceras, esteroles y lipidos

Vitaminas

Tabla 1. Composicion de la melaza

Componentes

Agua
Sacarosa Glucosa Fructosa Otras sustancias
reductoras

Gomas, almidén, pentosanos, Acidos urénicos, D-
manitol y otros.

Carbonatos bases: K20 CaO MgO Na20 Acidos:
SO3 Cl P205 Si02

Proteina bruta Proteina verdadera Aminoacidos:
acido aspartico y glutamico

Acido aconitico, citrico, malico, oxalico, glicdlico
Mesaconico, succinico, fumarico, tartarico

Vitamina A, Biotina, niacina, acido pantoténico,
riboflavina, tiamina.

(Meade P., 1986)

Porcentaje en peso (% p/p)
17-25
30-40 4-95-12 1-4

2-5

7-15 30-50 7-15 2-14 0.3-9 7-
27 12-20 0.5-2.5 1-7

2.5-4.50.5-1.50.3-0.5
1.5-6 0.5-1.5
0.1-1

Cantidades variables

La gama amplia de las melazas que salen de las centrifugas debe ser de 85 a 92 grados
Brix, lo cual equivale a aproximadamente 77 a 84 sélidos por desecacion.

Utilizacién comercial de la melaza. La melaza es el subproducto de la fabricacion o
refinacion del azlcar crudo. Nutricionalmente presenta un altisimo contenido en
carbohidratos ademas de vitaminas del grupo B y abundantes minerales, entre los que
destacan el hierro, cobre y magnesio. Su contenido de agua es bajo.

La norma ICONTEC 587 de 1994, define como miel fina o0 melaza (no cristalizable) al
jarabe liquido denso o viscoso, separado de la misma masa cocida final y de la cual no
es posible cristalizar mas azlcar por métodos usuales (Fajardo C. & Sarmiento F., 2008)

Su principal uso es como suplemento energético para la alimentacién de ganado por su
alto contenido de azucares y su bajo costo en algunas regiones, aunque el precio de la
melaza se ha incrementado en los ultimos afios, en méas del 122% debido a su utilizacion
como sustrato en la produccién de etanol (Meade P., 1986) no obstante, una pequefia
porcion de la produccion se destina al consumo humano, empleandola como endulzante
culinario, produccién de bebidas como el ron, produccion de &cido butirico y acetona y
elaboracién de levadura de melaza (Meade P., 1986)
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Tabla 2. Aprovechamiento de la melaza de cafa.

UTILIZACION GENERALIDADES
Alimentos Alimentacion rica.
Animales Alimentacion menos rica: desecados sobre pulpas, mezcla de diversos

alimentos, pulverizados de forrajes, suplemento de ensilajes.

Recuperacion de S . . o L
liquidos Lejias finales como alimento animal y para la obtenciéon de aminoacidos.
Vinazas para la obtencion de acido glutamico.
desazucarados P 9
Levaduras para panificacion
Levaduras para alimentaciébn humana y animal: extractos e hidrolizados de
levadura, fuente de enzimas, vitaminas y acido nucleicos. Ademas, es el sustrato
Fermentacion utilizado en la produccion de proteina unicelular.

Grasas de levadura
Alcohol etilico
Productos colaterales de fermentacion alcohdlica.

(Fajardo C. & Sarmiento F., 2008)

2.2.4 Tratamiento previo de la melaza antes de la fermentacion

. Antes de realizar el proceso de fermentacién alcohdlica, es necesario someter la
melaza a tratamientos previos para acondicionarla. (Garzon & hernandez, 2009)
Esterilizacién. Las melazas pueden contener microorganismos que pueden ser
nocivos para la fermentacion. El mas comun es la bacteria Leuconostoc mesenteroides,
el cual polimeriza las moléculas de sacarosa en dextranos no fermentables
(Biocombustibles, 2007)

Dilucion. La altisima concentracién de azlcares y sales presentes en las melazas
impiden que los microorganismos puedan fermentarlas, debido a la gran presién
osmoética que generan sobre sus paredes celulares; asimismo, las melazas son
altamente viscosas, y su manipulacién es dificil en estas condiciones. Por estas
razones, es necesario diluir las melazas; para ello, se les agrega agua, hasta obtener
diluciones de 25° Brix 0 menores; a valores mayores se tiene el riesgo de inicios lentos
de fermentacién y contaminacién bacteriana (Biocombustibles, 2007)

Adicién de nutrientes. En ocasiones es necesario afiadir algunos

elementos adicionales, con el fin de complementar los nutrientes necesarios para los
microorganismos que realizaran la fermentacion. Para las melazas de cafia de azUcar,
es necesario afiadir algo de nitrégeno y fésforo. Para produccion de alcohol carburante,
el nitrdgeno puede afadirse en forma de urea. Los requerimientos en fosforo pueden
cubrirse con fosfato de diamonio, con la correspondiente disminucion de urea o la fuente
de nitrégeno usada. (Garzon & hernandez, 2009)
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2.2.5 Bioquimica de lafermentacién alcohdlica.

La fermentacion alcohdlica comprende toda una serie de reacciones bioquimicas a
través de las cuales algunos microorganismos, por medio de un conjunto de enzimas
producidas por ellos (o afadidas artificialmente), realizan una transformacion de
azUcares para convertirlos en etanol, diéxido de carbono y energia (Biocombustibles,
2007)

La fermentacidon alcohdlica es un proceso anaerdbico exotérmico el cual libera
moléculas de ATP, las cuales son necesarias para el funcionamiento metabdlico de las
levaduras. Debido a que el proceso es anaerdébico, la respiracion celular de la cadena
del ADP en ATP queda completamente bloqueada, siendo la Unica fuente de energia
para las levaduras la glicdlisis, la cual produce moléculas de ATP mediante la
fosforilacion a nivel de sustrato. En el balance total energético se generan 2 moléculas
de ATP por cada molécula de glucosa.

Microorganismos utilizados en la fermentacion alcohdlica.

Tradicionalmente, los microorganismos mas empleados en la obtencion de etanol son
las levaduras, aunque existen varios tipos de bacterias y hongos que también son
capaces de sintetizarlo en cantidades considerables. La fermentacioén alcohdlica se
realiza en ausencia de oxigeno, excepto durante el tiempo de inoculacion, durante el
cual se insufla una pequefia cantidad para permitir un crecimiento limitado de los
microorganismos para que estos superen su fase de latencia y entren en la fermentacion
ya en la fase exponencial (Biocombustibles, 2007)

En el caso de las levaduras, cuando éstas toman el azlicar del medio, se inicia toda una
serie de reacciones intermedias, conocidas como la ruta glicolitica o ruta Embden-
Meyerhof. A través de este proceso bioquimico, las levaduras rompen los azucares en
energia, intermediarios Utiles para el crecimiento de las células, y una gran cantidad de
productos finales (etanol, diéxido de carbono y calor), los cuales son excretados por las
mismas. (Garzon & hernandez, 2009)

Levaduras. Las levaduras empleadas para llevar a cabo el proceso de fermentacion
alcohdlica requieren, que la glucosa sea catabolizada mediante la glucolisis o ruta de
Embden-Meyerhof, para obtener el piruvato el cual posteriormente por la acciéon de
enzimas especificas, se convierte anaerdbicamente en etanol y diéxido de carbono.

La glicolisis es una ruta catabdlica en la cual la glucosa es convertida a dos moléculas
de piruvato, las cuales, dependiendo de las condiciones, pueden tomar rutas diferentes,
en la figura 3, se muestra la ruta que toma el piruvato en condiciones anaerobias.
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llustracion 3. Ruta catabdlica del piruvato obtenido mediante glicélisis.

Glucosa

Glucadlisis ( 10 reacciones
sucesivas)
Via Embden-Meyerhof

2 Piruvato

Condiciones
anaerdbias

2 Etanol + 2 CO,

Fermentacion alcoholica en
levaduras

(Lehninger, 1997)

Posteriormente el piruvato se descarboxilasa debido a la presencia de la enzima
piruvato descarboxilasa que se encuentra en todos los organismos que metabolizan
alcohol, para formar acetaldehido el cual se reduce a etanol por la presencia de NADH
como agente reductor, a través de la accién de la enzima alcohol deshidrogenasa, la
cual esta en todos los organismos capaces de dar lugar a la fermentacién alcohdlica.
La conversion del piruvato a etanol se muestra en la figura 4.
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llustracion 4 conversion del piruvato a etanol
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(Lehninger, 1997)

En las levaduras, la produccion de etanol se realiza principalmente sobre sustratos
sacarosados, jugos de remolacha, jarabe, aguas residuales o melaza de azucar. Las
principales caracteristicas que debe tener una cepa para la produccion de alcohol
industrial son:

Capacidad de fermentar rapidamente el medio y producir etanol con un rendimiento
préximo al rendimiento tedrico.

Pocos exigentes en factores de crecimiento, para evitar la adicion de vitaminas a los
medios industriales. Tener una buena tolerancia al etanol. Buena produccion de esteres
y glicerol.

Las levaduras mas utilizadas y estudiadas para la produccion de alcohol son
Saccharomyces cerevisiae y Candida utilis (Madigan T., Martinko M., & Parker,
2003)La transformacion de piruvato a etanol y diéxido de carbono ocurre de la misma
forma que para levaduras.

2.3 CANDIDA UTILIS.

es una levadura importante en la industria alimentaria y ampliamente estudiada desde
gue se concibié el uso de biomasa microbiana para la alimentacién. Tiene la gran
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caracteristica de degradar diferentes sustratos organicos, en particular ha llamado la
atencion el que utilice compuestos organicos celuldésicos como Unica fuente de carbono.
Otra de sus propiedades es la produccion extracelular de enzimas importantes para la
industria, asi como el alto contenido de grasas, proteina y vitaminas, en especial de
complejo b. (Covarrubias)

La celulosa es la sustancia organica mas abundante en la tierra. La mayoria de los
desechos agricolas y forestales contienen entre un 20% y un 50% de celulosa y entre
un 50% y un 80% de hemicelulosa y lignina en base seca. La celulosa es un polimetro
en forma de micelas, compuesto de subunidades deb-D-glucopiranosa. Dos
subunidades forman celobiosa la de tres celotriosa, por eso es por lo que se encuentra
asociada con otros polisacaridos los cuales son formas intermedias de su sintesis o
degradacion. Cuando la levadura crece en un medio celulésico se cree que genera
enzimas hidroliticas degradadoras de celulosa. Se han conocido 5 tipos de
endoglucanasas y 1 deexoglucanasasa que atacan a diferentes partes de la molécula
celulosa produciendo cadenas cortas.

Levadura torula se conoce generalmente como la levadura nutricional y clasificados en
Candida utilis (Pichia jadinii). Torula es un hongo cosmopolita en ciernes y en la
naturaleza. Fue descrita por primera vez por Persoon en 1794.Levadura torula (en forma
seca) es permitido por la FDA de EE. UU. para la adicién directa a los alimentos para el
consumo humano. La produccion comercial de levadura torula se inici6 en Alemania
durante la Primera Guerra Mundial del subproducto de celulosa y lignina industria de
productos metabolizado por S. Cerevisiae. En medio de la actual demanda de levadura
torula para aplicaciones en alimentos, los fabricantes de alimentos en EE. UU. y otros
paises estan produciendo primario levadura torula crecido la utilizacibn de las
existencias de azlcar de alimentacion asegurar levadura pura y consistencia lote tras
lote. Se pasteuriza y seca para producir un fino, ligero color marrén grisaceo polvo. La
calidad de la levadura torula es muy dependiente de los sustratos y los métodos de
produccion utilizados.

2.3.1 Funciones y usos

Se utiliza principalmente en la produccién de proteina unicelular, debido a su capacidad
de utilizar una variedad de fuentes de carbono, como la paja de arroz, almidén de papa
en aguas residuales, aceite de aguas residuales y melaza. También se ha usado como
soporte para producir varios productos quimicos, tales como el glutation, monelina y el
acetato de etilo. (Mora L. & Bravo R., 2014)

Es una levadura que tiene una alta tasa de crecimiento, que ninguna especie ha logrado
superar, y que requiere de un sustrato rico en azucares o fuentes de carbono, para su

crecimiento o cultivo debido a su capacidad de utilizar una variedad de fuentes de
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carbono rapidamente; es rica en proteina y vitaminas del complejo B, apropiada para la
alimentacién animal y humana.

Funciona como regulador de animales micro ecoldgicas equilibrio intestinal, mejorar la
digestibilidad de los piensos, mejorar la inmunidad del animal. Ademas, debido a
Candida utilis células son ricos en vitamina B y la proteina, sino que también
proporcionan una porcién deseada de la nutricion animal. Ampliamente usado como
saborizante en alimentos procesados y alimentos para mascotas. Se produce a partir
de azucares de la madera, como un subproducto de la produccién de papel. Se
pasteuriza y se seca por pulverizacion para producir un fino, ligero color marrén grisaceo
polvo con un olor ligeramente a levadura y suave, ligeramente sabor a carne. Usado
como saborizante carnico junto con kluyveromyces fragilis y saccharomyces cerviseae.
En algunos casos también interviene en la fermentacién del kumis. Es un
microorganismo productor de lactasa comercial. Torula encuentra un uso aceptado en
Europa y California para el control biol6gico de las moscas de oliva. Cuando se disuelve
enagua, que sirve como un atrayente alimenticio, con o sin sefiuelos feromona
adicionales, en trampas McPhail y OLIPE, que hunden a los insectos. En los ensayos
de campo en el condado de Sonoma, California, adornos masivos dafio reducido a un

promedio del 30%en comparacién con casi el 90% en los controles no tratados.

3.4.2 Funciones y usos

Debido al incremento de la poblacién mundial es necesario aumentar la calidad de los
alimentos consumidos, por tal razén existen estudios orientados a encontrar nuevas
fuentes proteicas. Las proteinas para consumo humano se obtienen principalmente de
animales y algunos vegetales como los cereales (Gualtieri, Villalta, Diaz, Medina, &
Lapena, 2007)

Como alternativa de fuente proteica se considera a la proteina unicelular; que es la
biomasa microbiana obtenida de algas, bacterias, levaduras y hongos filamentosos
cultivados en condiciones fermentativas apropiadas y controladas que garanticen una
adecuada tasa de crecimiento, por medio del aprovechamiento de sustratos de bajo

costo, compuestos o enriquecidos con carbono, nitrégeno y fésforo (Chacon, 2004).

27



l

% Los leertadores

s%'

Institucion Universitaria

Pess s e o T o 2
Las fuentes proteicas no convencionales se pueden obtener de una gran variedad de
microorganismos que contienen una elevada concentracion de proteinas en su
composicion y son capaces de reproducirse en medios muy variados (Pedraza, 2000)
La produccién de proteina unicelular tiene importantes ventajas sobre otros recursos
proteicos, tales como el corto tiempo de produccion y que no altera las condiciones del
ambiente (Chacon, 2004)

Entre los sustratos para la produccion de biomasa en que pueden reproducirse los
microorganismos se encuentran algunos desechos agroindustriales ricos en
carbohidratos (Ferrer, Davalillo, Chandler, & Paez, 2004)tales como los extractos
obtenidos de desechos de hojas de col o repollo (Brassica oleracea L.), que mostraron
ser excelentes para el desarrollo de Candida utilis, Kluyveromyces marxianus y
Saccharomices cerevisiae (Choi, 2003) También los hidrolizados de residuos de
madera de Eucalyptus globulus Labill. han permitido la reproduccién de C. utilis
obteniendo hasta un 88 % de proteina (Paraj6, Santos, Dominguez, & Vazquez, 2000).
Por otra parte, la cachaza, el bagazo y la melaza, se han usado como sustratos para el
crecimiento de microorganismos (Ferrer, Davalillo, Chandler, & Paez, 2004) La melaza,
es considerada el sustrato mas relevante en la elaboracién de medios de cultivo a partir
de residuos agroindustriales para la produccion de proteina unicelular debido a que es

un residuo de bajo costo que se genera en gran cantidad.

Las caracteristicas organolépticas y funcionales de la biomasa microbiana no siempre
han sido atractivas para los consumidores y por lo tanto tampoco para la industria
alimentaria.

Sin embargo, recientemente los avances en las tecnologias de fermentacion y la
ingenieria genética han permitido retomar su produccion (Garcia & Gémez, 2004)y
aunque desde hace décadas se propuso su uso, Se encontraron inconvenientes
relacionados con la seguridad de su consumo, tales como el alto contenido de acidos
nucleicos (4-6 % en algas, 6-10 % en levaduras, 2.5-6 % en hongos) cuya acumulacion
en el organismo es dafiina para la salud, la presencia de sustancias toxicas adsorbidas
de los sustratos que se utilizan para la obtencion de la biomasa, ademas la digestion
lenta de las células microbianas en el tracto digestivo puede causar indigestion y

reacciones alérgicas.
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Sin embargo, en este trabajo se plantea el potencial de la biomasa microbiana como un
aditivo proteico, una vez que se ha sometido a un proceso de purificacion para disminuir
la cantidad de acidos nucleicos con el propdsito de obtener biomasa de Céandida utilis a
partir de melaza y disminuir su contenido de &cidos nucleicos, asi como comparar su

composicion quimica con la de alimentos convencionales.

4. METODOLOGIA

En esta investigacién se trabaja el sistema de fermentacion piloto trabajado en la fundacion
universitaria los libertadores por Jeison Cuchimaque, (Cuchimaque, 2018) donde se enlaza
el proceso de hidrolisis y de fermentacion batch, de forma tal que las condiciones aca
modeladas, sean base para fermentaciones alcohdlicas con condiciones controladas y
reproducibles dentro de un sistema donde el sustrato es la Eichhornia Crassipes y la
produccion del bioetanol la realiza la Céandida Utilis. (llustracion 5)

llustracion 5. Modelo teérico a proceso de produccion de bioetanol a partir de la biomasa

Fuente: (Cuchimaque, 2018)
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Secado + Triturado —————= — = S
Bioetancl
HaOH H;50, Zymomona monllies
24 Horas 12 Horas
Magnitica Agitacién Magnética
120 RPM;, 30°C 120 RPM; 30°C

Modelo tedrico a proceso de produccion de bioetanol a partir de la biomasa Hidrolizada de la
Eichhornia crassipes en sistemas piloto de fermentacion desarrollado en la Fundacion Universitaria
los Libertadores (Cuchimaque, 2018)

4.1 Preparacion de la Eicchornia Crassipes “Buchén de Agua”.

4.1.1 Extraccion.

La extraccion de la planta Eicchornia Crassipes, fue obtenida del humedal de Engativa
(llustracion 6 y 7) ubicado en la ciudad de Bogota.

De este humedal se realiz6 el retiro de 20 plantas, las cuales contaron con un peso
aproximado de 10 Kg.

llustracion 6. Localizacion Humedal

Engativa Bogota llustracion 7. Extraccion de Eicchornia Crassipes

e WA
oy
&%\%&w% :

\

Fuente: Autores

Fuente: Autores

4.1.2 Secado.

Después de su recoleccion, las plantas fueron lavadas con agua a baja presion, con el fin
de retirar residuos organicos que se encuentran en el humedal y que puedan contaminar el
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proceso; el segundo paso a realizar es el secado, para este proceso, el buchén se deja
secar a temperatura ambiente (llustracion 8) durante 15 dias y se finaliza con un secado en
horno a 60°C, con el fin de deshidratar por completo la planta y retirar la mayor cantidad de
agua posible, ya que esta planta esta compuesta por el 90 % de agua.

llustracion 8. Proceso de Secado a Temperatura Ambiente

e S T L
3 \

Fuente: Autores

4.1.3 Triturado.

Al momento de contar con una planta completamente deshidratada, donde su composicion
cambia a estado seca el cual permite realizar proceso de triturado; para este procedimiento
se implementé un molino de grano, permitiendo un triturado uniforme, el cual al ser triturado
pasa a través de una malla o colador con el fin de obtener un grado de 0.8 mm, eficaz para
el proceso de Hidrolisis.

31



(A
\.
V!

.gx

ié Los leertadores

Institucion Universitaria

4.2 Sistema de Hidrolisis

El polvo obtenido de la Eichhornia crassipes se somete a una hidrdlisis acida donde
se busca romper o descomponer el mayor porcentaje % de polimeros de Lignina y
celulosa hasta obtener mondmeros o dimeros de glucosa, la cual es usada como
sustrato en la fermentacion alcohdlica. (Cuchimaque, 2018)

La biomasa de Eichhornia crassipes triturada obtenida de 80 gr, es agregada al
frasco de hidrélisis con agua destilada, se hara reaccionar con el 1% (p / v) de Soda
caustica (NaOH) (llustracion 10) a temperatura de 60°C y agitacion de 250 RPM
durante 12 horas.

llustracion 9. Hidrolisis Acida de Eichhornia Crassipes con NaOH

Fuente: Autores

Para esta primera etapa de hidrdlisis, la optimizacién que radica en el disefio sobre
el sello o la tapa permite que sea un proceso contenido y cerrado; sin embargo con
un sistema de desfogué que consiste en 2 filtros hidréfobos fabricados en teflén con
un poro de membrana de 0,22 um, permitiendo que los gases del proceso de
hidrolisis salgan sin presurizar el sistema pero manteniendo el control a la
temperatura constante y sin que entre contaminacion externa al sistema alterando
el sustrato (Cuchimaque, 2018), posteriormente la biomasa con Hidrolisis acida es
lavada con agua para alcanzar el pH del agua.

Posteriormente se agrega acido sulfurico (H2S04) al 3 % (v/v) a temperatura de
60°C, durante 12 horas y agitacion de 250 RPM, en este caso la optimizacion al tipo
de sellado evita que la reaccion exotérmica que ocurre entre la soda caustica y el
acido sulfarico afecte al operador del sistema, ya que los filtros permiten
nuevamente el desfogue de gases sin perder contencién en el mismo. (Cuchimaque,
2018)

32



L leertadores

Institucion Universitaria

Periasieri Juridic Rues, Mo, 7342 de sy de 112

Tabla 3. Muestreo Hidrolisis

Tiempo Acfd.o
HORA (h) Sulfirico| pH
(mL)

12:00 a. m. 0 0 8,91
1:00 p. m. 1 10 7,50
2:00 p. m. 2 12 6,38
3:00 p. m. 3 13,5 5,60
4:00 p. m. 4 15,5 4,80
5:00 p. m. 5 17 4,20
6:00 p. m. 6 18,5 3,65
7:00 p. m. 7 22 3,60
8:00 p. m. 8 22 3,60
9:00 p. m. 9 22 3,57

10:00 p. m. 10 22 3,55

Fuente: Autores

Durante este proceso de Hidrolisis, fue realizado un muestreo de cada hora iniciando
desde la 1 pm; durante este tiempo se determina que para obtener un pH constante de
3,55 pH, fue necesario la disolucién de la Eichhornia crassipes en 22 ml de Acido
Sulfurico (Tabla 3), de esta manera poder lograr romper o descomponer el mayor
porcentaje % de polimeros de Lignina.

En la Grafica 1 podemos visualizar el comportamiento obtenido en este sustrato
durante una hidrolisis de 12 Horas, logrando la descomposicion necesaria.

De igual manera, con el proceso de hidrolisis ejecutado, se logra evidenciar que
durante el proceso de ruptura de polimeros Lignina, se logr6 obtener el aumento
de la glucosa (Tabla 3) necesaria para brindar inicio al procedimiento de
fermentacion.
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Grafica 1. Comportamiento del pH con Acido Sulfarico
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Fuente: Autores

4.3 Sistema de Fermentacion

Para el disefio del sistema de fermentacién piloto fue necesario tener en cuenta las
siguientes variables segun (Cuchimaque, 2018):

1. El sistema debe ser sellado o contenido de tal forma que evite contaminacion que
altere la fermentacion alcohdlica produciendo en lugar de bioetanol acido lactico o
acido acético.

2. Que posea un sistema de desfogue de gases para permitir la fermentacion sin
que presurice el sistema y la respiracion de la Candida Utilis.

3. Al ser un sistema cerrado se requiere un sistema de muestreo que permita el
control sobre el consumo del sustrato y el porcentaje de produccion de alcohol.

El disefio y la optimizacién de este proceso esta en la tapa o forma de sellado (ver
Figura 11), el cual permite realizar un proceso continuo de fermentacion y muestreo
sin abrir el sistema y que pierda las condiciones de fermentacion, para esto se
disefi6 una tapa con 3 entradas y 1 salida.

Las entradas corresponden:

1. A la entrada de la transferencia del sustrato hidrolizado de Eichhornia crassipes
desde el frasco #1 con la ayuda de una bomba peristéltica y de una manguera
siliconada. (Cuchimaque, 2018)

2. De una entrada de aireacion o burbujeo de aire, que consta de un filtro hidréfobo
en teflon de 0,22 um acoplado a una manguera y a un motor de pecera como
sistema de burbujeo
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3. Entrada acoplada a un frasco de 100 ml que corresponde a la preparacion del
inoculo de Candida Utilis.

4. Y la salida corresponde a un sistema de vacio con una jeringa de 60 ml a un
frasco de 100 ml para realizar el muestreo que se requiere para controlar el proceso
(ver Figura 12).

llustracion 10 Sistema de fermentacion piloto

Fuente: Autores

llustracion 11 Recipientes de izquierda a derecha
#1 adiccion inoculo de microorganismo,#2 sistema
de vacio para muestreo,#3 frasco de muestra.

Fuente: Autores
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Ya con sistema de fermentacion armado y optimizado y transferida la hidrélisis del
frasco #1 al frasco de fermentacion es posible dar inicio a la fermentacion en batch,
dando las condiciones de agitacion y temperatura mencionadas en el punto 4.3.
Para este proceso de fermentacion fue necesario en el tarro #2 realizar un
preparacion de 500 ml de agua con 20 gr de Céandida Utilis, con agitacion constante
de 250 RPM y temperatura de 60°C; después de 1 hora de agitacion se verifica
temperatura para brindar inicio a la fermentacion.

4.4 Control fermentacion alcohdlica.

Todo proceso de fermentacion debe ser controlado cada periodo de tiempo para
determinar los rendimientos del mismo; en este disefio las variables a tener en
cuenta fueron: pH, concentracion de glucosa (mg/dl) la cual es el sustrato de la
fermentacion alcohdlica y resultado de la hidrdlisis, % de alcohol el cual es el
producto de interés, y temperatura.

4.4.1 Medicién de alcohol.

La medicion y el control al porcentaje de alcohol; el cual es el producto resultado de
la fermentacién se realiz6 con un alcoholimetro de amplio rango (0-100%); este
instrumento de inmersion fue verificado en una solucion de Alcohol etilico el cual
contiene 70% y posteriormente medido en el Agua 0% (ver Figura 13 y 14). Para la
medicion de la produccion de alcohol se tomé una muestra de 200 ml de la
fermentacién cada 1hora a 2. (Cuchimaque, 2018)

llustracion 13 Medicion

en Alcohol llustracion 12 Medicion en
agua

o Fuente: Autores
Fuente: Autores
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4.4.2 Medicion de glucosa:

La medicion y el control de la glucosa, fue realizada con glucémetro el cual tiene un
rango entre 700mg/dl a 40 mg/dl al proceso de hidrolisis y adicional el sustrato
generado en la fermentacion para la produccién del bioetanol.

Para la optimizacién del proceso de fermentacion es importante acotar que la
determinacion de la eficiencia es cuantos mg de glucosa se transforman en alcohol.

llustracion 14 Toma Glucosa a fermentacion

Fuente: Autores

En el proceso medicion de glucosa, las muestras fueron tomadas en un rango de 8 horas
(Ver Tabla 4), donde la primera muestra tomada nos arroja 344 mg/dL y la dltima muestra
tomada a las 8 pm nos arroja 167 mg/dL (ilustracién 15); de acuerdo a esta informacion
obtenida, se logré evidenciar que el proceso de fermentacion entre la Eichhornia
crassipes Yy la Candida Utilis genero los resultados esperados ya que durante las
12 horas de fermentacion se logro obtener 2 % grados de Alcohol; en la grafica 3 y
4 podemos visualizar el comportamiento exponencial en el consumo de la Glucosa
y generacion de alcohol.
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Tabla 4 Muestra Glucosa vs Alcohol

Tiem | GLUCOSA %
HORA po (h) | (mg/dL) | Alcohol
10:00 a. m. 0 344 0
12:00 p. m. 2 280 1.0
4:00 p. m. 6 243 1.5
6:00 p. m. 8 197 1.8
10:00 p. m. 12 167 2
Autores

Grafica 2 Comportamiento Consumo de Glucosa y generacién de Alcohol
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Fuente: Autores

4.5 Modelo matematico de produccién de bioetanol a través de la
fermentacién

En esta seccidbn se presentara las ecuaciones mas importantes para la
trasformacion de la biomasa hidrolizada de la Eichhornia crassipes bioetanol.

Este crecimiento de microrganismos son los que van a descomponer el hidrolizado
de la Eichhornia crassipes. La velocidad especifica de crecimiento microbiano fue
establecida por Monod en 1942 y se utiliza hasta esta fecha para describir el
crecimiento microbiano en un sistema y se representa:

t=U—m{( Ks +§)ln(X0+YSo—YS)—(L)ln&—ilnXo} (15).

y Xo+YSo Xo+ySo So

Se disefid un procedimiento de modelacibn matematica para encontrar la mejor
combinacion juntando las variables propuestas por (Rittmann y McCARTY, 2000)
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donde se utilizaron las variables de U, Um, Ks, q y Y representadas en la siguiente
tabla 5.

Tabla 5 Variables propuestas por (Rittmann y McCARTY, 2000)

Tasa de crecimiento U 1/T 0,6
Max tasa de
Crecimiento Um 1/T 1,764
microbiano.
Constante mitad K mg/L 0,882

Maxima tasa de

%
utilizacion de sustrato q mg/mg*H 9,8

Rendimiento Real de

Y *H
sintesis de células mg/mg 0,6

Maxima tasa de
utilizacion de sustrato

Fuente Modificado: (Rittmann y McCARTY, 2000).

q mg/mg*H| 9,8

Se realizaron diferentes escenarios de concentraciones iniciales y finales de
Hidrolizado de Eichhornia crassipes (S) y las concentraciones iniciales y finales de
la Candida Utilis (X) calculando el tiempo y maxima productividad de etanol para la
construccion de los biorreactores. Que se muestran en la siguiente tabla 6.

Tabla 6 Parametros iniciales

Representacién Unidades Escenario

Horas de
Tratamiento
Hidrolizado de
Eichhornia So mg/L 80
crassipes (Inicial)
Hidrolizado de

H Horas 12

Eichhornia S mg/L 20
crassipes (Final)
Candida Utilis
L
(Inicial) Xo me/ 8
Candida Utilis
L 18.
(Final) X me/ 8.8

Fuente Modificado: (Rittmann y McCARTY, 2000).
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Tabla 7 Datos Obtenidos segun variables Rittmann y McCARTY, 2000
8
tiempo Sustrato | Levadura
0,000000 80 8
0,061124 75 8,9
0,083871 73 9,26
0,147196 67 10,34
0,185874 63 11,06
0,239469 57 12,14
0,288571 51 13,22
0,333907 45 14,3
0,369227 40 15,2
0,434278 30 17
0,493365 20 18,8
0,521218 15 19,7
0,548351 10 20,6
0,553741 9 20,78
0,575549 5 21,5
0,581206 4 21,68
0,587082 3 21,86
0,593393 2 22,04
0,600821 1 22,22
0,614220 0,1 22,382

Fuente: Autores

40



Jaeny
Yagey % Los Libertadores
e Ingtuon Universtar

Grafica 3 Comportamiento consumo sustrato vs levadura

90

80

40 —— Sustrato

30 —@— Levadura

10

0
0,0000000,1000000,2000000,300000 0,400000 0,500000 0,600000 0,700000

Tiempo Dias
Fuente: Autores

Se calcul6 con la ecuacion de monod los tiempos variando la cantidad de sustrato
(S) y la cantidad de microorganismos (X); esto se calcul6 de acuerdo a la ecuacion.
En la tabla 7 se puede observar un inicio del hidrolizado de Eichhornia crassipes
para el escenario de 80 mg/L, el biorreactor tendra 2 Litros de este hidrolizado. Se
podria afirmar que un gran porcentaje del sustrato se convierte en alcohol obtenido
una rentabilidad del 2 % de Alcohol en 12 horas de fermentacion.

En la grafica 3 podemos observar que a las 12 horas (0.5 dias) se establece el punto
de equilibrio donde el sustracto pierde por completo la glucosa dentro de su
estructura molecular debido al consumo realizado por la levadura en el proceso de
fermentacion, la cual a partir de este momento se vuelve estable permitiendo la
generacion de alcohol.
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CONCLUSIONES

Se trabajo con la implementacién de un sistema Bach desarrollado en la fundacion
universitaria los libertadores, donde se logré realizar los procesos de hidrolisis tanto acida
como alcalina y el proceso de fermentacién del sustrato.

La realizacién de la Hidrolisis acida en la cepa natural Eichhornia crassipes permite
romper la estructura molecular gracias al H2SO4, permitiendo generar la base
molecular para la produccién de alcohol; es indispensable que el proceso de
Hidrolisis acida sea cerrado, evitando contaminacion aérea y durante un tiempo no
menor a 10 horas en agitacion constante.

Se logré obtener la produccion de alcohol al 2% gracias al proceso de hidrolizacion
alcalina y acida que se le realizo a la Eichhornia crassipes a través de la fermentacion
con la candida Utilis.

Partiendo de la investigacion realizada, fue posible evidenciar que la Eichhornia
crassipes, por su facil acceso dentro de los recursos naturales basicos y su sencillo
mantenimiento de produccion, adicional a su clasificacion como planta invasiva,
puede resultar de gran interés para la obtencion de etanol, en comparacién con
otras materias primas. Sin embargo, es escaso el acceso de informacion acerca de
la disponibilidad de estas plantas para avalar estabilidad en la fabricacion de
combustibles a partir de ésta.

Es posible considerar a la Eichhornia crassipes como una opcién viable para la
produccién de combustibles, como un recurso factible, puesto que mitigaria el
impacto ambiental y efecto adverso de su crecimiento inmoderado en cuerpos de
agua, al tiempo que puede ser usado en la limpieza de cuerpos acuaticos y podria
considerarse en la escala de opciones para originar bioetanol.

Las demés levaduras ambientales podrian constituir una forma rentable de producir
etanol a partir del hidrolizado. Plantas de crecimiento rapido son fuentes potenciales
para producir un grado utilizable de etanol para la producciéon de energia y la
frecuencia de cosecha de los productos acuaticos tiende a ser en el orden de dias,
mientras que la frecuencia de arboles y cultivos que podrian ser utilizados en esta
produccion estan en el orden de meses y afios.

Para obtener grandes resultados en este proceso, es indispensable continuar con
la ejecucion de proyectos investigativos dirigidos al uso de cepas altamente
generativas de etanol, como lo es la Eichhornia crassipes
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Los resultados preliminares sobre la composicién de biomasa del Buchon de agua
y su reaccion ante la biotransformacion a etanol evidencian que es apto de ser
utilizado con este objetivo y que el tratamiento de hidrolisis acida y alcalina es capaz
de liberar aztcares que son consumidos por la Candida Utilis.
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