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RESUMEN

En una época como la actual, ante una eventual crisis energética debido a la acelerada
produccién y reduccidn en las reservas probadas del petréleo, y la emisién de gases de
efecto invernadero de manera incontrolada a la atmdsfera, la constante necesidad de
disminuir tanto la dependencia hacia el crudo como las consecuencias del calentamiento
global, ha provocado la busqueda de fuentes de energia alternativa para la generacién de
combustibles econédmicamente viables y con un indice de contaminacién reducido como lo
es el caso del etanol (1).

En Colombia, el desarrollo de los biocombustibles viene enlazado con la politica para
subsector del downstream de la industria del petrdleo y gas, la cual busca diversificar la
canasta energética del pais a través del uso de biocombustibles con criterios de
sostenibilidad ambiental, autosuficiencia energética y desarrollo agroindustrial (2).

Actualmente Brasil y Estados Unidos utilizan etanol como combustible, obteniéndolo de
cafia de azucar y almidén de maiz respectivamente. En el caso del maiz, se usa también
como alimento y su valor comercial aumenta (3). Otro material que es de interés para la
produccién de etanol es el material lignoceluldsico, ya que estd compuesto principalmente
de tres polimeros: lignina, hemicelulosa y celulosa, siendo estas dos ultimas las
aprovechables para la produccion de etanol ya que su composicion total corresponde a
azucares los cuales en su mayoria pueden ser convertidos a etanol (4).

Este proyecto busca producir etanol a partir de los residuos de la madera, residuo
considerado como un obstaculo para la sostenibilidad de los bosques y las industrias
forestales debido a su alto grado de produccién como desecho tanto en los bosques como
en las plantas procesadoras o aserrios. Por tanto, este proyecto basa su contribucién a la
proteccion del ambiente en dos aspectos: El primero es la disminucidn de la contaminacién
causada por el aserrin como desecho sélido y el segundo el uso de este desecho para la
produccién de bioetanol de segunda generacion, el cual al ser mezclado con gasolina al 10%
en Colombia (gasohol), lograria reducir las emisiones de mondxido de carbono (CO) e
hidrocarburos totales (THC).

El proyecto se ejecutd en dos fases: la primera fase consiste de la seleccidon de las mejores
condiciones para el crecimiento del microorganismo mientras que la segunda fase consiste
de la fermentacion de la materia prima hidrolizada, mediante Saccharomyces cereviase para
producir alcohol etilico; este alcohol fue destilado mediante hidrodestilacion asistida por
microondas, para producir alcohol carburante.

El aporte a este proceso investigativo del conocimiento se resume en un aspecto
importante. En los procesos de obtencién de etanol por fermentacién, a diferencia de las
materias ricas en azucares simples (sacarosa y almidén) que requieren por lo general pocos



0 ningun tratamiento preliminar, los materiales lignocelulosicos presentan una estructura
compleja en la que los carbohidratos (celulosa y hemicelulosa) se encuentran protegidos
por un compuesto fendlico muy resistente llamado lignina, por tanto dichos materiales
requieren ser sometidos a un proceso de hidrdlisis. En este contexto se aplicard hidrolisis
enzimatica por medio de un microorganismo productor de celulasa (enzima encargada de
descomponer la celulosa en sus unidades de azucares) llamado Trichoderma viride, el cual
se adapto al sustrato mediante cultivos sucesivos.



1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1. FORMULACION DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Nuestro pais y el mundo en un futuro cercano, estaran enfrentando el fin de la era del
petrdoleo barato y de facil acceso. Aunado a lo anterior, la quema indiscriminada de
combustibles fdsiles son responsables de grandes problemas medioambientales como la
acumulacién de gases invernadero, acidificacién, contaminacién del aire, contaminacién del
agua, dafio de las capas superficiales y ozono troposférico. Por lo tanto, es imperioso
desarrollar tecnologias para producir energia y productos quimicos renovables y amigables
con el ambiente. La electricidad puede ser producida con una amplia gama de tecnologias
renovables. Por ejemplo, los microorganismos pueden ser utilizados como biofabricas para
producir metabolitos (productos quimicos obtenidos por transformacién bioquimica de los
azucares) que pueden emplearse como sustitutos de los derivados del petréleo, incluyendo
combustibles liquidos y gaseosos; combustibles que crean un ciclo artificial del carbono sin
aumento neto de la concentracién de didxido de carbono (CO3) en la atmdsfera (5).

Estos biocombustibles ya juegan un papel importante en paises como Estados Unidos y
Brasil, los mayores productores de etanol carburante en el mundo. La produccidn actual de
bioetanol de primera generacion varia segun la materia prima ya sean almidonadas o
azucaradas, sin embargo es mas facil conseguir etanol a partir de materiales azucarados,
como la cafia de azlcar o la remolacha ya que se fermentan directamente, pero esta
produccién ha comenzado a cuestionarse en los ultimos afos ya que se considera una
inferencia negativa en la agricultura dedicada a la produccién de alimentos. Otra propuesta
es producir biocombustible de segunda generacidon a partir de lignocelulosa, material
residual de aserraderos y biomasa forestal (4), puesto que estas materias primas no
compiten con los cultivos alimentarios y también son menos costosas que las materias
primas agricolas convencionales. Existen tres tipos de materias primas para producir
bioetanol: 1) amilaceas, 2) lignoceluldsicas y 3) azucaradas.

Los procesos a partir de los tres tipos de materias primas se muestran en la Figura 1.
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Figura 1. Fuentes de produccién de Bioetanol
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Fuente: Dra. Graciela Chalela A. (2013)

Adicional a esto, la biomasa lignoceluldsica es una fuente de energia primaria renovable
gue puede proporcionar algunas alternativas de combustibles para el transporte como el
bioetanol en el corto plazo. Basicamente se trata de afiadir bioetanol, obtenido a partir de
materia lignocelulosa a la gasolina para que la combustién de los carburantes emita menos
cantidad de compuestos nocivos (6).

La madera se encuentra entre las materias lighoceluldsicas con mayor disponibilidad en el
mundo y en los Ultimos anos los principales paises productores de madera han centrado su
interés en la busqueda de alternativas para la gestion y la utilizacién de los residuos
derivados de las actividades forestales. Las alternativas de aprovechamiento
implementadas hasta el momento se han enfocado fundamentalmente hacia su
recuperacién energética (7).

En los procesos industriales como el aserrado la produccion de residuos esta entre 50 y 70%
de la madera en rollo. El aserrin es un residuo acumulado que contamina el suelo y los
cursos de agua, restringe la superficie util de suelo y genera problemas ambientales por
incendios y autocombustion (8). El uso de estos residuos ofrece una alternativa para la
disminucion de estos problemas.
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1.2. ALCANCES

Este proyecto comprende la realizacién de un estudio preliminar a nivel laboratorio para la
produccién de bioetanol a partir de residuos de la madera usando como agente
biodegradante el hongo Trichoderma viride, abriendo la posibilidad de escalamiento y
optimizacidn. Bioproceso realizado en el laboratorio de CINBAYA, ubicado en el primer piso
del bloque D de la UNAB.

1.3.  OBJETIVOS: GENERAL Y ESPECIFICOS

Objetivo general

Producir bioetanol carburante a partir de aserrin mediante hidrélisis enzimatica con
Trichoderma viride.

Objetivos especificos

1. Revisar la documentacidn existente sobre produccién de bioetanol.

Establecer la metodologia para la produccién de bioetanol a partir de aserrin.

3. Aislar e identificar la cepa de Trichoderma viride como agente degradador de
lighocelulosa.

4. Cuantificar la cantidad de bioetanol que se puede producir.

5. Evaluar la factibilidad biolégica del uso del aserrin comparado con el uso de otras
materias primas.

N
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2. FUNDAMENTACION TEORICA

2.1. ANTECEDENTES

El modelo energético actual, basado en el consumo de combustibles fésiles, genera diversos
problemas a causa del caracter no renovable de éstos, incremento de las emisiones
contaminantes vy la liberacion de gases que contribuyen al calentamiento global. Existe una
fuerte dependencia del combustible fésil para movilizar las industrias y el mercado mundial.
Sin embargo las reservas escasean, las reservas probadas de crudo se calcularon en 1.669
miles de millones de barriles, segtn el BP Statistical Review June 2013%, y el hecho de que
las dos terceras partes de las reservas petroliferas estdn ubicadas en regiones de
inestabilidad o conflicto politico, como los paises del medio oriente y de la antigua Unién
Soviética. De acuerdo a lo anterior mencionado podemos decir que la era del combustible
fosil como fuente exclusiva de energia “tiene sus dias contados” (7).

Actualmente nos encontramos frente a un cambio en el modelo energético mundial, donde
el pilar de este nuevo modelo energético lo constituyen los biocombustibles. Los
biocombustibles son los combustibles obtenidos a partir de carbohidratos provenientes de
material vegetal, particularmente productos ricos en sacarosa, almidén o celulosa para la
obtencién de bioetanol, y productos ricos en aceites para el caso del biodiesel. Se han
implementado diferentes estrategias a nivel mundial para reemplazar o utilizar de manera
conjunta los combustibles fésiles y los biocombustibles.

En los Ultimos anos se ha evidenciado un progresivo aumento en los precios de los
combustibles fdsiles, debido principalmente a los conflictos politicos e inestabilidad de los
paises en los cuales se concentran las principales reservas de petréleo. El incremento en los
precios de los combustibles frenara el desarrollo econdmico de los paises y generara el
empobrecimiento de los consumidores (9). Se ha estimado que la industria del bioetanol
podria crear miles de empleos y asegurar el crecimiento econdmico y energético nacional y
global (10). En Estados Unidos, por ejemplo, en el afio de 2004, la industria del bioetanol
permitio la creacion de 147 mil empleos en todos los sectores de la economia y produjo
mas de 2 billones de ddlares de impuestos a los gobiernos locales, federales y estatales (11).

La produccién mundial de etanol combustible ha presentado un incremento importante en
los ultimos afios. Se estima que durante el periodo 2000-2005 la produccién mundial paso
de 1,7x10%° litros a cerca de 4,0x10%° (12), teniendo en cuenta el estimado de que un galén
de etanol es equivalente a 0,7 galones de combustible fésil, en estos cinco anos se habria
reemplazado el consumo de 1,61x10%° galones de combustible fésil (13).

! Disponible en linea en bp.com/statisticalreview
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En 1975, como consecuencia de la primera crisis petrolera, el Gobierno Federal establecid
el programa “Proalcool”, cuyo objetivo fue producir etanol a partir de la caiia de azlcar y
utilizarlo para la produccién de etanol como combustible carburante. Brasil fue uno de los
primeros paises en implementar la produccion de bioetanol, es mundialmente reconocido
como el pais lider en produccién de biocombustibles, particularmente etanol, y se ha
consolidado como el pais que produce la bioenergia mds barata del mundo, a un costo por
galdn cerca de 0,25 délares menor al del etanol de maiz producido en Estados Unidos, y
cerca de dos délares mdas econdmico que el etanol obtenido a partir de celulosa en Estados
Unidos, o de remolacha azucarera en el caso Europeo (14). Toda la gasolina de Brasil esta
formada por una mezcla de 20-26% de etanol, la cual se conoce como “gasohol”.
Actualmente la produccidn de etanol en Brasil sobrepasa los 1,6x1010 litros y constituye el
14.8% de los combustibles empleados en el transporte (14). Desde el 2003 Brasil cuenta con
vehiculos “flex-fuel” los cuales pueden emplear etanol, gasolina, o una mezcla de los dos,
ofreciéndole al consumidor la flexibilidad de decidir cual combustible incorporar en su
automovil. La materia prima principal para la produccién de bioetanol en Brasil la constituye
la cafia de azucar (10).

Estados Unidos ha sido otro de los paises que ha incursionado fuertemente en la produccién
de biocombustibles en los ultimos afios, a pesar de que no haya sido uno de los pioneros en
este campo. A partir de 1990 la industria del etanol ha sido la de mayor crecimiento en las
zonas rurales de Estados Unidos. En el 2004 los biocombustibles en Estados Unidos
representaban aproximadamente el 3% del consumo total de combustible para transporte
(10). La capacidad de produccién de etanol para combustible en el 2004 fue de 15.000
millones de litros y se establecieron 12 nuevas plantas de produccién elevando su capacidad
de produccién a 16.200 millones de litros en el 2005. Sélo en el 2008, la produccion de
etanol en Estados Unidos ascendid a 3,4x10%° litros, producidos por 170 plantas (RFA, 2009).
Esta cifra es equivalente a 2,38x10% litros de combustible fésil. E| 90% del etanol de Estados
Unidos se obtiene del cultivo de maiz (14). Sin embargo otras alternativas se estan
considerando como el empleo de sorgo en grano, la remolacha, la celulosa y los desechos
sélidos municipales (10).

Colombia tiene caracteristicas propicias para la produccion de biocombustibles: su
ubicacién tropical, cultura agricola y disponibilidad de tierras aptas para determinados
cultivos hacen que esta practica sea viable. Sumado a lo anterior, el gobierno ha promovido
una serie de estimulos legales que propician el desarrollo de la industria de
biocombustibles, tales como exenciones tributarias, creacion de zonas francas para su
cultivo, y generacién de planes de crédito e inversion (7).

La biomasa lignoceluldsica es la materia prima renovable mas abundante, su produccién
anual se ha estimado 1x10'° millones de toneladas alrededor del mundo (Sdnchez &
Cardona, 2008). La conversion biolégica de las diferentes materias primas lignocelulésicas,
como los son los bosques y los residuos agricolas o los cultivos lignoceluldsicos dedicados a
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la obtencion de etanol ofrece numerosos beneficios, pero su desarrollo se ve obstaculizado
por los factores econdmicos y técnicos (15). En este sentido, uno de los factores mas
importantes para reducir el costo de la produccidn de etanol son la utilizacién eficiente de
la materia prima para obtener altos rendimientos de etanol, alta productividad, alta
concentracion de etanol en la destilacion, la valorizacion de todos los coproductos y la
integracion de procesos con el fin de reducir la demanda de energia (16).

Por otro lado, la Universidad de Antioquia, desarrollé un trabajo de grado donde se analiza
la disponibilidad del recurso madera en Colombia y realiza una evaluacion integral del
recurso con miras a ser utilizado en la produccién de etanol carburante. Ademas, se analiza
la diversidad de especies, las condiciones de plantacion, crecimiento de especies arbéreas
y la composicién quimica de las maderas.

Dadas las circunstancias actuales de la busqueda de nuevas alternativas de energia y
beneficios ambientales se da inicio al proyecto interno de investigacién que tiene por titulo:
MADERA, UN POTENCIAL MATERIAL LIGNOCELULOSICO PARA LA PRODUCCION DE
BIOCOMBUSTIBLES EN COLOMBIA.

El proyecto se desarrollé en el laboratorio de Procesos Fisicoquimicos Aplicados PFA,
Departamento de Ingenieria Quimica, ubicado en las instalaciones de la Universidad de
Antioquia, Calle 62 # 52-59, Medellin — Colombia.

2.2. MARCO CONCEPTUAL

2.2.1. Aserrin como contaminante

Las particulas que se desprenden cuando la madera es sometida a una herramienta o
maquina de corte son llamadas aserrin. Este material cuando se acumula a la intemperie
contamina el suelo y los recorridos de agua; restringe la superficie util de suelo y genera
problemas ambientales por riesgo de incendios y autocombustion (8) (17).

El aserrin generado por el proceso de aserrio es el mas importante en volumen. El tamafio
y cantidad de aserrin producido dependerd de las demandas de los productos (vigas, tablas),
las caracteristicas de cada trozo, pues sierras mas gruesas generan mas aserrin y particulas
mas grandes y, entre mas pasadas haga la sierra, aumentara también su cantidad (8).

La cadena de aprovechamiento de los productos forestales se muestra en la Figura 2.
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Figura 2. Cadena de aprovechamiento de los productos forestales
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Fuente: (8)

2.2.2. Materiales lignoceluldsicos

El material lignocelulésico presenta una estructura compleja, compuesta de varias
fracciones que deben ser procesadas por separado para asegurar una conversién eficiente
de estos materiales a etanol. La fraccion mayoritaria de la biomasa es la celulosa,
compuesta por largas cadenas de glucosa unidas por enlaces B (1-4) que, a su vez, se
agrupan en estructuras superiores de gran cristalinidad. Esta estructura cristalina es la que
dificulta la hidrdlisis de la celulosa para la obtencidn de azlcares fermentables (18).

Los componentes principales de naturaleza polisacarida que conforman el material
lighocelulésico son de dos tipos, la celulosa y la hemicelulosa, los cuales estan asociados
unos con otros.

2.2.2.1. Celulosa

En su mayoria, los carbohidratos presentes en la naturaleza se encuentran en forma de
polisacaridos, estos no solamente estan compuestos por azucares unidos por enlaces
glicosidicos, sino también pueden contener estructuras sacaridas poliméricas unidas por
enlaces covalentes a aminoacidos, péptidos, proteinas, lipidos y otras estructuras (19).
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La celulosa es el polimero mas abundante de la naturaleza, recibe el nombre de biopolimero
ya que forma parte de estructuras bioldgicas vegetales. Su estructura estd formada por
mondmeros de glucosa unidos por enlaces en el carbono 1y el carbono 4 por medio de una
unién B (4) como se muestra en la Figura 3.

Figura 3. Estructura quimica de la celulosa.
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Fuente: (18)

2.2.2.2. Hemicelulosa

La hemicelulosa es una estructura compleja de carbohidratos que consiste de diferentes
polimeros, tales como: pentosas (xilosa y arabinosa), hexosas (glucosa, manosa y galactosa),
y acidos urdnicos. El componente hemiceluldsico principal de algunos materiales vegetales
como maderas duras son los xilanos y en maderas suaves el glucomanano, como se muestra
en la Tabla 1. Este polimero es de peso molecular mas bajo que la celulosa y contiene
ramificaciones con cadenas laterales cortas de azucares diferentes facilmente hidrolizables
(16, 4).
Tabla 1. Componente hemicelulésico principal

Tipo de

Xilanos Glucomananos
madera

Estructura  del  O-acetil-4- | Estructura del glucomanano
Ometilglucuroxilano

o CH=0H CH,OH oH
o OH
Madera & , Y o #
" Ho K. Ko H 0

dura . 0 2

o O, o o CH

&7 o 0 & CH,0H o CH,OH CH,0H

1]

) o
o ) )
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Estructura del arabino-4-O-

metilglucuroxilano

Madera w0
Blanda A

Estructura del O-acetil-

galactoglucomanano

F”ﬂ

Fuente: La tabla fue elaborada a partir de imagenes tomadas de (18) por la autora.

2.2.2.3. Lignina

Después de la celulosa y hemicelulosa, la lignina es uno de los polimeros mas abundantes
en la naturaleza. Este es un heteropolimero amorfo que consiste de tres diferentes
unidades fenilpropano (p-coumaril, coniferil y alcohol sinapil) unidos por diferentes tipos
de enlaces. El principal propdsito de la lignina es dar soporte estructural a la planta,
impermeabilidad y resistencia a ataques microbianos o al estrés oxidativo (18). En la Figura

4 se muestra la estructura de la lignina.

Figura 4. Estructura de la lignina
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2.2.3. Madera

La madera es un material ortétropo? encontrado como principal contenido del tronco de
un arbol. Las maderas se caracterizan por tener troncos que crecen cada ano y estdn
compuestos por fibras de celulosa unidas con lignina, se clasifican en duras y blandas, segln
el arbol del que se obtienen. La madera de los arboles de hoja caduca (caducifolios) es
madera dura o también llamada latifoliadas, en tanto la de las coniferas esta clasificada
como blanda (7).

2.2.3.1. Tipos de maderas

Existen dos grandes grupos botdnicos que incluyen la mayor parte de las especies vegetales
susceptibles de suministrar maderas comercializables: las gimnospermas vy las
angiospermas, a las que comunmente se hace referencia de forma simplificada como
conifera y latifoliada respectivamente (20). En la Figura 5 se muestra la diferencia entre
maderas blandas y duras.

Figura 5. Vista microscopica de maderas blandas y duras

sin poros 0 CcOon poros

canales resiniferos .

lMaderas duras

Maderas blandas w:vmmnmil -
— Latifoliadas

Coniferas

Fuente: (20)

Maderas coniferas

La estructura de éste tipo de maderas es mas sencilla: cabe destacar que faltan ésas células
gue en las maderas frondosas aparecen como poros en los cortes radial y tangencial. Dichas

2 Un material ortétropo tiene dos o tres ejes ortogonales entre si (axial, radial y circunferencial).
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maderas son ligeras y blandas, aunque la dureza, pesadez y tenacidad pueden diferir
bastante en una misma clase de maderas. El nombre de coniferas alude a la forma cénica
de la mayor parte de las especies de este grupo: abetos, pinos, cedros, piceas, etc.

Las maderas de coniferas dadas sus cualidades de blandura y también su sencillez en su
constitucién son bastante faciles de trabajar. Como algo anecdético podriamos decir que
conservan su color verde todo el afio, porque naturalmente son de hojas perennes (20).

Maderas de latifoliadas

Este tipo de maderas estan constituidas por células de paredes gruesas, con pequefios
espacios huecos, por lo cual son mds pesadas que las maderas de coniferas y tienen un
tejido lefioso mas compacto. Asi entendemos por qué la mayoria de las maderas de ofrecen
resistencias superiores a las coniferas. La complejidad de su estructura influye mucho en su
aspecto exterior y su valor decorativo, como es su veteado, brillo, reflejos, nudos, etc.

Esta clase de maderas, generalmente duras, son mas dificiles de trabajar que las coniferas.
Los arboles de frondosas, lo contrario de los de coniferas, son de hoja caduca, y por tanto
pierden su verdor en el invierno (20).

En el grupo de las frondosas estdn las especies de hoja caduca presentes en todos los
continentes. Normalmente se distingue entre frondosas de zonas templadas y frondosas
tropicales. La mayor parte de las especies utilizadas en pavimentos de madera son
frondosas de zonas templadas y de zonas tropicales: haya, roble, arce, fresno, etc.

2.2.3.2. Composicién de la madera

La celulosa es la principal componente de las paredes celulares de los arboles y otras
plantas. Es una fibra vegetal que al ser observada en el microscopio es similar a un cabello
humano, cuya longitud y espesor varia segun el tipo de arbol o planta. Las fibras de algoddn,
por ejemplo, tienen una longitud de 20-25 mm., las de Pino 2-3 mm. Y las de Eucalipto 0,6-
0,8 mm. De igual manera, el contenido de celulosa varia segun el tipo de arbol o planta que
se considere como se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Composicidn quimica tipica de la madera

Tipo de fibra Celulosa Lignina Hemicelulosa Cenizas Silice

(%) (%) (pentosas)(%) (%) (%)
Coniferas 46-54 26-34 (16-21) <1 -
Frondosas 38-49 23-30 (19-26) <1

Fuente: (20)
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2.2.4. Biocombustibles

La biomasa tiene caracter de energia renovable ya que su contenido energético procede en
ultima instancia de la energia solar fijada por los vegetales en el proceso fotosintético. Esta
energia se libera al romper los enlaces de los compuestos orgdnicos en el proceso de
combustién, dando como productos finales didxido de carbono y agua (21). Por este motivo,
los productos procedentes de la biomasa que se utilizan para fines energéticos se
denominan biocombustibles, segln su estado fisico pueden ser biocombustibles sélidos, en
referencia a los que son utilizados basicamente para fines térmicos y eléctricos, y liquidos
como sinénimo de los biocarburantes (22).

Existen dos medios para la conversion de biomasa: por medios termoquimicos o por
biolégicos como se muestra en la Figura 6.

Figura 6. Procesos y productos de conversién de la biomasa
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24



2.2.4.1. Biocombustibles liquidos

Se denominan asi a una serie de productos de origen bioldogico utilizables como
combustibles de sustitucion de los derivados del petréleo o como aditivos de éstos para su
uso en motores (22).

Biocombustibles de primera y segunda generacién
e Biocombustibles de primera generacién

Son producidos de cafia de azucar o almidén (bioetanol), aceite vegetal o grasas
animales (biodiesel), utilizando la tecnologia convencional (23). Estas materias
primas son de la cadena alimentaria humana o animal. Su uso ha sido criticado por
desviar los alimentos fuera de la cadena alimentaria humana, conduciendo a la
escasez de alimentos y subidas de los precios (6).

e Biocombustibles de segunda generacién

Son basados en cultivos no alimentarios. Entre estos son residuos de biomasa, los
tallos de trigo, bagazo de cafa, maiz, madera y cultivos especiales energéticos. Para
produccién de biocombustibles de segunda generacidn utilizan la tecnologia de
biomasa a liquido, por ejemplo etanol lignocelulésico.

Muchos de los biocombustibles de segunda generacidon estdn en desarrollo:
biohidrégeno, biometanol, DMF3, BIO-DME?, diésel Fischer-Tropsch, mezclas de
alcoholes y diésel de madera (6).

El rendimiento energético de los diferentes biocombustibles mencionados
anteriormente se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3. Rendimiento energético (GJ/ha) de los biocombustibles

Generacion | Biocombustibles GJ/ha ha/tep
Biodiesel de girasol 36 1,17
1° Biodiesel de soja 18-25 2,35-1,67
Etanol de trigo 53-84 0,79-0,50
Etanol de maiz 63-76 0,66-0,55

3 DMF: Dimetilfumarato
4 DME: Dimetoxietano
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Etanol de

eucalipto — DME

, 117 0,36
remolacha azucar
Eta/nol cafa de 110-140 0,38-0,30
azucar
E'Fa nol de Panicum 228-407 0,18-0,10
virgatum (futuro)
Plantacién de
eucalipto-biodiesel | 460-620 0,08
2° FT®
PIant§C|on de 800-1000 0,04
eucalipto - metanol
Plantacion de
850-1100 0,04

Bioetanol

El bioetanol se produce empleando materia prima de base biolégica con cantidades
apreciables de azucares, generalmente obtenido por la fermentacion del azucar utilizando
levaduras y otros microorganismos (3). Estas materias primas para la obtencién de

Fuente: (3)

bioetanol se clasifican como se muestra en la Tabla 4.

Inicialmente las materias primas son sometidas a un proceso de remocién de azlcar
contenido en las mismas (trituracién, impregnacién y tratamiento quimico). Una destilacion
y deshidratacién son empleadas como ultimo paso en la fabricacién de etanol para obtener

la concentracidon deseada (3).

Tabla 4. Materias primas para obtencién de bioetanol

Azucaradas

Mostos y jugos de diferentes frutas

De remolacha y de cafia de azucar

El sorgo dulce

Mandioca

Cereales

Maiz

Cebada

Malte

Trigo

Avena

Centeno

> Biodiesel FT: Biodiesel Fischer-Tropsch
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Arroz
Papa
Tubérculos Camote
Raiz de girasol

Madera
Bagazo de cafia de azucar

Celulésicas | Residuos de palma o de trigo
Residuos de maiz
Pulpa de remolacha

Fuente: (3)

2.2.4.2. Propiedades del bioetanol

Para analizar las propiedades del bioetanol como sustitutivo total o parcial de la gasolina en
su uso como combustible es necesario conocer las propiedades de cada uno de estos
productos y sus posibles interrelaciones en caso de mezcla.

Las propiedades fisico-quimicas de interés para el estudio del comportamiento del etanol
como combustible en motores de automavil aparecen comparadas con las de la gasolina en
la Tabla 5.

Tabla 5. Comparacion entre propiedades fisico-quimicas del etanol y la gasolina

Propiedad Unidad Gasolina Etanol
Formula Cs-C12 C2HsO
Densidad kg/L 0,72-0,78 0,792
L ki/kg 43.500 28.225
Pod lorif f
oder calorifico inferior /L 32 180 52 350
0,
Solubilidad en agua % en ~0 100
volumen
Punto de ebullicidn °C 88 78,37
R.elauon gsteqwometnca 14,5 9
aire/combustible
indice de octano 95 106
Presién de vapor kPa 40-65 15-17
Calor latente de vaporizacion ki/kg 348,8 920,9

Fuente: (21)
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2.2.4.3. Ventajas y desventajas del etanol combustible

Ventajas:

- Se puede producir a partir de fuentes renovables.

- Genera menos monoxidos de carbono al utilizarse como aditivo en la gasolina en
comparacion a si se usa Unicamente gasolina.

- Presenta un elevado indice de octanaje, favoreciendo la combustion y evitando el
golpeteo.

- Es menos inflamable que la gasolina y el diesel.

- La combinacién de 90% de gasolina y 10% etanol puede ser usado en los vehiculos
sin ninguna modificacién.

Desventajas:

- Presenta menor poder calorifico que la gasolina, por lo que requiere un mayor
consumo.

- Contiene 2/3 de la energia contenida en el mismo volumen.

- La elaboracion de etanol a partir de granos es mdas caro que la gasolina.
Aproximadamente 1.5 veces.

- Presenta problemas de corrosién en partes mecanicas y sellos.

- En climas muy frios presenta dificultades para el encendido.

- Genera emisiones de éxidos de nitrégeno y aldehidos (contaminantes menores).

- Para el uso de una mezcla de 85% etanol y 15% gasolina (E85) se requiere de
modificacion en los motores.

2.2.4.4, Contexto mundial

Segln datos de la IEA® (2007) se espera que la participacion de los combustibles en el sector
de transporte se incremente entre un 1% hasta valores préximos de 7% en 2030. Esto
representa un aumento de un valor equivalente a 15,5 Mtep (millones de toneladas
equivalentes de petréleo) en 2004 y hasta 146,7 Mtep en 2030 (23).

En la Tabla 6. Se puede apreciar los principales paises productores de etanol y biodisel.

6 |EA: Agencia Internacional de Energia.
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Tabla 6. Principales paises productores de etanol y biodiesel 2007 y proyecciones para el

2017
Bioetanol (Millones de litros) Biodiesel (Millones de litros)
Pais 2007 2017 Pais 2005-7 2017
(Media)
Brasil 22.551 40.511 UE 4.095 13.217
US.A 25.864 52.444 US.A 1.429 1.731
China 4.150 10.210 India 277 385
UE 3.599 11.883 | Indonesia 241 2.984
India 2.075 3.574 Austria 199 994
Fuente: (3)

El mayor incremento en el consumo de biocombustibles se presenta en Estados Unidos,
Europa, Asia y Brasil.

2.2.4.5. Situacion en Colombia

El programa para etanol como combustible en Colombia comenzé con la expedicién de la
ley 693 del afio 2001 que obligaba al enriquecimiento en oxigeno de la gasolina por motivos
ambientales. Esto se hizo inicialmente para reducir las emisiones de mondxido de carbono
de los coches. Regulaciones posteriores eximieron al etanol elaborado a partir de biomasa
de algunos impuestos que gravan la gasolina, haciendo asi mds barato el etanol que la
gasolina. Esta tendencia se vio reforzada cuando los precios del petréleo subieron, y con él
el interés en combustibles renovables (24).

Actualmente en Colombia el requisito de incorporar un 10% de etanol en la gasolina sdlo
estd vigente en Bogot3, el Valle del Cauca y el Eje Cafetero como se muestra en la Figura 7.
Para cumplir con este requerimiento, se estima que se necesitan 675.000 litros de etanol
diarios para suplir las necesidades de las siete principales ciudades de Colombia y 1,5
millones de litros diarios a nivel nacional (24).

Actualmente existen cinco plantas principales en Colombia para la produccion de etanol
ubicadas en el Valle del Rio Cauca (Incauca, Providencia, Manuelita, Mayagiez y Risaralda),
las cuales producen cerca de un millén de litros diarios de alcohol carburante, lo que puede
equivaler a haber descubierto un campo petrolero con produccién diaria de 16.500 barriles

(2).

Las platas productoras y su capacidad se pueden observar en la Figura 8 y la Tabla 7
respectivamente.
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El objetivo en el mediano plazo es alcanzar a nivel nacional una mezcla obligatoria E10 (ver
ANEXO A.). Para incrementar mezclas, el Gobierno Nacional esta disefiando un programa
para comercializar mezclas que puedan ser utilizadas en vehiculos FFV’ (E25-E85) a partir

del 2015 (2).

Figura 7. Mezcla alcohol carburante en Colombia

] Mezcla al 8% (E8)
B wezcia al 10% (E10)
B sin mezcia (E0)

Fuente: (2)

7 FFV: Flexible Fuel Vehicle
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Figura 8. Ubicacion de plantas productoras de alcohol carburante en Colombia

Fuente: (2)

Tabla 7. Plantas productoras de alcohol carburante en Colombia

Capacidad Area Empleos Empleos

Ubicacion Inversionista P , Sembrada R P p
(L/Dia) Directos Indirectos

(ha)

Miranda, | ouca 350.000 | 11.942 2.171 4.342

Cauca

Palmira, Ingenio 300.000 9.287 1.688 3.376

Valle Providencia

Palmira, Manuelita 250.000 8.721 1.586 3.172

Valle

Candelaria, ..

Valle Mayaglez 250.000 6.587 1.198 2.396

La Virginia, | Ingenio 100.000 3.004 546 1.092

Risaralda Risaralda

TOTAL en produccién 1.250.000 40.741 7.429 14.858
Fuente: (2)
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2.2.5. Tecnologias para la produccién de bioetanol

Las diferentes tecnologias asociadas a la conversién de biomasa en bioetanol vienen dadas
por los siguientes pasos basicos (18 y 19):

1. Pre-tratamientos sean mecdnicos, quimicos o térmicos con el fin de facilitar la
hidrdlisis.

2. Hidrdlisis, es la conversién de la biomasa en una materia prima adecuada para la
fermentacion (azucares fermentables). Este paso constituye la mayor diferencia
entre los procesos disponibles para la produccidon de bioetanol, ya que varia de
acuerdo a la naturaleza del material usado. Las materias con alto contenido de
azucares requieren por lo general poco o ningln tratamiento preliminar; mientras
las materias amildceas y celuldsicas deben ser hidrolizadas antes de que actuen
sobre ellas las levaduras.

3. Fermentacidn, consiste en una secuencia de reacciones donde se libera energia y se
obtiene etanol y diéxido de carbono a partir de azucares por medio de la accién de
un biocatalizador (microorganismos como levaduras y bacterias).

4. Destilacidn, es un proceso de separacidn que consiste en calentar un liquido hasta
que sus componentes mads volatiles pasan a la fase de vapor y posteriormente
enfriar el vapor para recuperar dichos componentes en forma liquida por medio de
la condensacion. Gestidn recursos produccion de energia fermentacién evaporacién
destilacion

En la Figura 9 se puede apreciar los pasos del proceso para la obtencién de bioetanol.

2.2.5.1. Pre-tratamientos

Para poder procesar adecuadamente los materiales lignoceluldsicos es necesario
someterlos a pre-tratamientos para facilitar la hidrdlisis de la celulosa generar azucares
fermentables mediante el uso de celulasas. La lignocelulosa es altamente resistente a la
hidrdlisis, ya que el conjunto de celulosa, hemicelulosa y lignina, estan unidos entre si por
enlaces covalentes, diversos puentes intermoleculares y fuerzas de Van der Waals.

Los pre-tratamientos promueven la generacion de regiones amorfas en la celulosa las cuales
son mas susceptibles a la hidrdlisis (25).

Existen diversos procesos que van desde un tratamiento mecdnico, como la reduccion de
tamafio de particula para aumentar el area de superficie de hidrdlisis y disminuir el grado
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de polimerizacién de los compuestos, hasta un tratamiento térmico donde el efecto es que
a altas temperaturas (150 — 180 °C) la hemicelulosa y lignina comienzan a solubilizarse
dejando a la celulosa mas expuesta para ser hidrolizada (19) como se muestra en la Tabla
8.

Figura 9. Esquema imagen para la conversion de biomasa lignoceluldsica en Bioetanol

Celulosa

Hemicelulosa

; Lignina
) Celulasas “ ! Hemicelulases ¢,
2) Hidrolisis WV
L]
o:... o Gestionde
:3::.'.. Residuos
2% s CBP ‘1’

5- & 6-AzUcares fermentables

- 1 Residuo pars
3) Fermentacion producionde energia

evaporacion

Electricidad —

Fuente: (26)®

8 CBP: Consolidated Bioprocessing
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Se han usado tratamientos acidos y alcalinos, los cuales promueven de igual manera la
solubilizacion de la lignina y principalmente la hemicelulosa teniendo el mismo propdsito
que el tratamiento térmico (27).

Tabla 8. Ejemplos de pre-tratamientos de materiales lignoceluldsicos

Métodos Procedimiento Referencia
Pulverizado mecanico Molienda (28)
Pirdlisis Temp. >300 C (29)
Vapor saturado a 160-260 °C
. 0,69-4,85 MPa por unos segundos o
Expl . .
Xplosion a vapor minutos y liberacidn de presion hasta (30)
presion atmosférica
- . Agua caliente a presién 170-230 °C
Agua liquida caliente 1-46 min (31)
Explosién de fibra con | 1-2 kg de amoniaco/kg de material (32)
amoniaco seco 90°C/30min
. 4 kg de CO,/kg de material
Explosién con CO2 5,62 Mpa (28)

Fuente: (19)

2.2.5.2. Hidrolisis

La generacion de azlucares monoméricos derivados ya sea de la celulosa o hemicelulosa
puede ser llevada a cabo por via quimica (acidos o alcalis) o por via enzimatica.

Hidrolisis acida

La hidrdlisis acida consiste en un proceso quimico que, mediante el empleo de catalizadores
acidos, transforma las cadenas de polisacaridos que forman la biomasa (hemicelulosa y
celulosa) en sus mondmeros elementales (4) (18).

Este tipo de hidrdlisis puede realizarse empleando diferentes clases de acidos como el acido
sulfuroso, clorhidrico, sulfurico, fosférico, nitrico y férmico (33). Sin embargo, sélo los
acidos clorhidrico y sulfurico han sido empleados a escala industrial (18).

Los procesos industriales de hidrdlisis dcida pueden agruparse en dos tipos: los que emplean
acidos concentrados y los que utilizan acidos diluidos.

e Acidos concentrados
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Los procesos que implican dcidos concentrados operan a baja temperatura obteniendo
altos rendimientos en el proceso de hidrdlisis (rendimiento superior al 90% de la glucosa
potencial). A pesar de esto, la gran cantidad de acido empleado en la impregnacion del
material a tratar y el alto costo de su recuperacién, unido a los efectos corrosivos de los
acidos concentrados que obliga a altas inversiones en los equipamientos, hacen que el
proceso no sea rentable (34).

Hidrdlisis enzimatica

La hidrdlisis enzimdtica es un proceso catalizado por un grupo de enzimas denominadas
genéricamente celulasas, cuya mezcla produce la degradacion de la celulosa (9, 16). Esta
transformacion se produce a través de una compleja secuencia de reacciones que puede
expresarse, desde el punto de vista tecnoldgico, por la siguiente ecuacion:

. Pretratamiento ,
Hemicelulosa —— > C5H;(05 + CcH1,04 + Otros azucares

Xilosa  Glucosa (1)

Endoglucanasas

ihi B—glucosidasa
(Ce¢H1005)2n Celobihidrolasag nCy;Hy,0,y ——— 2nCgH4,04
Celulosa Xilosa Glucosa (2)

El Unico requerimiento para la hidrélisis enzimatica es ajustar las condiciones, como el pHy
la temperatura para que el proceso enzimatico se lleve a cabo adecuadamente.

Un aspecto muy importante es que se les considera a estas reacciones como amigables al
medio ambiente (35).

La celulasa es una mezcla de diversos componentes enzimaticos, formando lo que se
denomina un “complejo enzimatico”, que actua de forma sinérgica en la degradacién de Ia
celulosa (26) como se muestra en la Figura 10.

Este complejo enzimatico esta formado por tres tipos de enzimas (36) (26):

e Endoglucansas (EGs) o endocelulasas (B-1,4-D-glucan 4-glucanohidrolasa): produce
escision al azar de la cadena de celulosa dando glucosa, celobiosa y celotriosa. Peso
molecular de 18.000 a 60.000.

e Celobiohidrolasas (CBHs) o exocelulasa (1,4-B-D-glucan celobiohidrolasa): ataca por

el extremo no reductor de la cadena celulosa dando celobiosa como producto
primario. Peso molecular de 50.000 a 71.000.
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e [B-glucosidasa (BGs) o celobiasa (B-D-glucosido glucohidrolasa): Hidroliza la celobiasa
a glucosa con una elevada actividad con respecto a celodextrinas. Su peso molecular
es de 76.000.

Figura 10. Mecanismo de hidrélisis enzimatica de la celulosa

Regiones Cristalinas Regiones amorfas
\ -‘
L AAAAAAS AAAAAA
VY VVVVVY
hd VA LA A AAAAS—
— " VWWNANAN NN ———

‘ Endo-p-Glucanasas ()

VA A A X
V! V”‘-ﬁ.f‘t/\;{" VWAAA
,\V'\-J"‘J"‘f'.\u"‘\u' Y WAAAN—
— -\."\u'\"\"\'l ATAVAYAVAY) . ‘ .
N ‘ Celobiohidrolasas (C})
(o2 *—
° l, o oo
AANY™ AANANN™
o "y --0 A '\f\f\ u.""\.’"‘\."“\_.a"\ o
/ l Efecto G/C,
“ oo, o J ¥
o —0—0 2
o—0— o0 ."'1
—o—o o
ol &—p l .
B-Glucosidasas
o—a n
—o—0 — o =Glucosa
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Fuente: (18)

La accion hidrolitica de las celulasas puede describirse, de forma esquematica, como un
proceso en dos etapas (37):

e Primera etapa, es la conversion de celulosa a celobiosa, por la accion sinergistica de
endo y exocelulasas, que son fuertemente adsorbidas en la superficie de la celulasa
solida.

e Segunda etapa, es la conversion de celobiosa a glucosa por accion de la B-
glucosidasa, en fase acuosa.

Trichoderma

El consorcio por enzimatico se puede obtener a partir de seres vivos y principalmente
microorganismos (hongos y bacterias). Las celulasas de origen fungico se obtienen
principalmente de los géneros Trichoderma spp, Phanerochaete spp y Fusaruim, son los
gue han sido las mds estudiadas por la capacidad de producir enzimas en grandes
cantidades y de forma extracelular, facilitando su separacion en los medios de cultivo (26).
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Los microorganismos producen una amplia gama de enzimas utiles a nivel industrial,
muchas de las cuales son segregadas al exterior celular. Estos microorganismos son capaces
de desarrollarse facil y rapidamente en su medio de cultivo (36).

La optimizacidn de la produccion de enzimas a partir de microorganismos depende de una
serie de factores interrelacionados, lo que significa que una enzima solo puede sintetizarse
durante parte del ciclo de crecimiento. Algunos hongos de importancia industrial
empleados para la obtencién de metabolismos son correspondientes al género
Deuteromicetos (Deuteromicotina), entre los cuales estan Aspergillus niger, Penicillium
notatum-chrysogenum y Trichoderma. Debido a estas caracteristicas, se pretende
aprovechar su metabolismo para degradar la celulosa presente en la fibra residual de la
madera.

Las especies de Trichoderma son hongos ubicuos y aparecen en cualquier tipo de suelo,
produciendo colonias blancas, amarillas o mas tipicamente verdes cuando se cultivan. Las
especies de Trichoderma se utilizan para producir celulasas. Ademds, son particularmente
efectivas como antagonistas del crecimiento de otros hongos, muchos de ellos patégenos
de plantas, con el resultado de que las especies de Trichoderma son importantes agentes
en biocontrol.

En la Figura 11 se puede apreciar las diferentes colonias de hongo Tricoderma.

Figura 11. Colonia de hongo Trichoderma

a) T. atroviride b) T. longibrachiatum
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d) T. virens e)T. viride.'
Fuente: (38)

2.2.5.3. Fermentacion

Los azucares monoméricos y fermentables generados por la hidrélisis enzimatica pasan a
ser metabolizados por microorganismos que produzcan etanol. La glucosa liberada de la
celulosa es convertida a etanol por bacterias o levaduras, teniendo como ejemplos
Zymomonas mobilis o Saccharomyces cerevisiae respectivamente mediante la glucélisis
(39).

En la fermentacién alcohdlica, ademads de los microorganismos (levaduras), las enzimas
juegan un papel importante ya que sin estas no seria posible tan compleja operacion.
Ademas de los microorganismos y enzimas se requiere que el medio sobre el cual actian
tenga unas condiciones especiales como pH, temperatura, concentracidon de nutrientes en
el sustrato.

Levadura es el nombre genérico dado a un grupo de hongos Ascomicetes pertenecientes al
orden Endomicetales. Las levaduras son micro hongos que se encuentran generalmente en
forma de células Unicas y que se reproducen mediante gemacion.

La membrana celular consta de polisacaridos y muy poca quitina. Tienen glucégeno como

sustancia de reserva y contienen también numerosas vitaminas. Provocan la fermentacion
alcohdlica de las masas de harina y de los liquidos azucarados, y muchas de ellas se utilizan
para obtener bebidas y elaborar pan y otros productos. Se puede apreciar de forma
microscdpica en la Figura 12 |la levadura Saccharomyces cerevisiae.
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Figura 12. Observacién microscopica de Saccharomyces cerevisiae cepa utilizada en el
proceso de fermentacién

Fuente: CINBBYA-UNAB

La levadura es una anaerobio facultativo: transformando aztcar a la misma velocidad, la
levadura aerdbica produce didxido de carbono, agua y una produccién relativamente alta
de nueva levadura, mientras que la levadura crecida anaerébicamente tiene una velocidad
relativamente lenta de crecimiento, que ahora se acopla a una alta conversidn de azucar en
alcohol y didxido de carbono (34). Esta transformacion se produce a través de una reaccion
gue puede expresarse, desde el punto de vista tecnolégico, por la siguiente ecuacién:

S.cerevisiae

C6H1206 _— 2C2H50H + 2C02
N———— ————

Etanol

Fermentacion alcohdlica

La fermentacién alcohdlica es un proceso anaerdbico realizado por las levaduras y algunas
clases de bacterias. Estos microorganismos transforman el azucar en alcohol etilico y
didxido de carbono. La fermentacién alcohdlica, comienza después de que la glucosa entra
en la célula de levadura.

La glucosa se degrada a acido piruvico, proceso llamado glucolisis, este acido formado luego
es transformado a etanol y didxido de carbono. Los seres humanos han aprovechado este
proceso para hacer pan, cerveza, y vino.

Condiciones de la fermentacidn alcohdlica
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La actividad de las levaduras y de las enzimas se ve influenciada por agentes externos y que
se reflejan en el rendimiento de la operacion, entre estos factores tenemos el pH,
temperatura, presién, azucares presentes, acidos.

e pH: La fermentacién se realiza entre un rango de pH entre 3.0 a 4.0., con este

rango no permite que en él se desarrollen agentes patégenos.

e Temperatura: La actividad de las levaduras es intensa entre 20°C y 25°C, maxima a
30°C y por encima de los 40°C disminuye. Nunca se debe permitir que un mosto
fermente por encima de los 40°C.

e Presidn: En la actividad fermentativa se forma etanol y se desprende gas carbénico,
en la medida que su concentracidon aumenta en el recipiente de fermentacion, la
presién aumenta y trae como consecuencia una disminucién de la actividad celular

e Azlcares: Es la materia prima para las levaduras, la concentracion del mosto debe
estar entre 14 a 20 grados Brix.

2.2.5.4. Destilacion

Proceso que consiste en calentar un liquido hasta que sus componentes mas volatiles pasan
a la fase de vapory, a continuacién, enfriar el vapor para recuperar dichos componentes en
forma liquida por medio de la condensacién (4).

El objetivo principal de la destilacion es separar una mezcla de varios componentes
aprovechando sus distintas volatilidades, o bien separar los materiales volatiles de los no
volatiles.

Si la diferencia en volatilidad (y por tanto en punto de ebullicién) entre los dos componentes
es grande, puede realizarse facilmente la separacién completa en una destilacién individual.
Mientras que si los puntos de ebulliciéon de los componentes de una mezcla sélo difieren
ligeramente, no se puede conseguir la separacion total en una destilacion individual. Un
ejemplo importante es la separacidon de agua, que hierve a 100 °C, y alcohol, que hierve a
78,5 °C. Si se hierve una mezcla de estos dos liquidos, el vapor que sale es mas rico en
alcohol y mds pobre en agua que el liquido del que procede, pero no es alcohol puro. Con
el fin de concentrar una disolucion que contenga un 10% de alcohol (como la que puede
obtenerse por fermentacién) para obtener una disolucidon que contenga un 50% de alcohol
(frecuente en el whisky), el destilado ha de destilarse una o dos veces mas, y si se desea
alcohol industrial (95%) son necesarias varias destilaciones (21).

Tipos de destilacion
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Existen varios tipos de destilacion, sin embargo, el punto en comun de todos estos y al que
se le debe dar la mayor importancia para asegurar la eficacia de la separacion de los
componentes de interés, es el area de contacto liquido - vapor, ya que este es el Unico punto
(ya sean platos, el bulbo del termémetro, etc.) en el que se produce la condensacién de los
componentes separados y por tanto, a mayor area de contacto mas rapida y eficiente sera
la separacién (21).

Destilacion simple

Es el método que se usa para la separacidn de liquidos con punto de ebullicién inferior a
1509C a presion atmosférica de impurezas no volatiles o de otros liquidos miscibles que
presenten un punto de ebullicién al menos 252C superior al primero de ellos (21).

Destilacion Fraccionada

Este proceso, conocido como rectificacion o destilacidn fraccionada, se utiliza mucho en la
industria, no sélo para mezclas simples de dos componentes (como alcohol y agua en los
productos de fermentacion, u oxigeno y nitrégeno en el aire liquido), sino también para
mezclas mds complejas como las que se encuentran en el alquitran de hullay en el petréleo
(21).

Destilacion por arrastre de vapor

La destilacidon por arrastre con vapor es una técnica usada para separar sustancias insolubles
en agua y ligeramente volatiles de otros no volatiles que se mezclados con ellos. El arrastre
en corriente de vapor hace posible la purificacién de muchas sustancias de puntos de
ebullicién elevado mediante una destilacion a baja temperatura (14).

Destilacion al vacio

Muchas sustancias no pueden purificarse por destilacién a la presién ordinaria, porque se
descomponen a temperaturas cercanas a su punto de ebullicién normal, en otros casos la
finalmente poseen problemas de equilibrio liquido-vapor, en consecuencia se emplea el
método de destilacién al vacio o a presion reducida.

Deshidratacidn asistida por microondas
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En procesos industriales es bien conocido el uso de las microondas (MO) como fuente de
energia para reacciones bioquimicas y quimicas de sistemas de reologia complicada como
polimeros y asfaltos entre otros (40).

En el proceso de destilacion se han usado las microondas para seleccionar especificamente
un isémero de valor comercial de algunos hidrocarburos, solo se reportan algunos pocos
datos en la literatura acerca de la destilacién-concentracién de etanol-agua con este tipo
de calentamiento (41). Dichos conocimientos de procesos que utilizaron energia de
microondas dejan ver variables influyentes en el proceso de deshidratacién de alcohol como
las siguientes: temperatura, volumen de mezcla cargada, concentracidon de etanol de Ia
disolucidn, potencia de salida de la radiacidn electromagnética, tiempo de exposicion a la
energia, angulo de penetracidn de las ondas electromagnéticas, frecuencia de oscilacion de
las ondas, altura de la columna de fraccionamiento (42).

Figura 13. Equipo para la deshidratacién del alcohol asistida por microondas

Termdmetro

Condensador

Agui 4

Columna de
fraccionamiento

Recolector destilado

Calentamiento
= REM {microondas)

|

Fuente: Diagrama del equipo CINBBYA®

° CINBBYA: Centro de Investigaciéon en Biotecnologia, Bioética y Ambiente ubicado en la Universidad
Autonoma de Bucaramanga.
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3. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

El presente proyecto se realizé en dos fases: la primera fase consiste en la seleccién de las
mejores condiciones de crecimiento del microorganismo, la cual implica caracterizacion,
hidrdlisis y su correspondiente medicién de glucosa, mientras que la segunda fase consiste
en la produccion a escala laboratorio a partir de aserrin, la cual implica cuatro pasos
adicionales, hidrdlisis, fermentacion, destilaciéon y su correspondiente determinacién de
alcohol.

En la Figura 14 se representa graficamente la metodologia del proceso general para la
obtencidn de etanol.

Figura 14. Diagrama de la metodologia para el desarrollo del proceso de produccion de
bioetanol

1. Seleccion de las mejores condiciones de crecimiento del hong

2. Produccion a escala laboratorio de
bioetanol a partir del aserrin

Caracterizacién de la materia
prima.

Adaptacion del hongo.
Hidrolisis. Hidrdlisis.
Determinacion de glucosa.

Fermentacion.

Destilacion.

Determinacion de alcohol.

Fuente: Autora

3.1. SELECCION DE LAS MEJORES CONDICIONES DE CRECIMIENTO DEL HONGO

3.1.1. Caracterizacién de la materia prima

3.1.1.1. Obtencion de la materia prima

La materia prima se obtuvo de la empresa, Muebles Estupifian, dedicada a la fabricacién de
muebles de alta calidad y disefo, consolidada como uno de los proveedores mas
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importantes para el sector de la construccion. Punto de fabrica ubicado en la calle 50 # 15-
88 barrié San Miguel, Bucaramanga — Santander, Colombia.

3.1.1.2. Proceso de |la madera en la fabrica

El proceso basico que se lleva a cabo en la fabrica para la elaboracion de diferentes
productos es el siguiente: Se puede observar en la Figura 15.

La madera llega por bloques a la fabrica.

Se aplana el blogue por 2 caras a un dngulo de 90°.

Se seca de 15-20 dias (Hornos agua-calor).

Se aplanea por las otras 2 caras (churrasco).

Se inmuniza con TRIFOSBAN 48CE de 3-4 horas (6 L veneno cada 50 gal agua).
Se lija (Polvillo) y se procede a la elaboracién (muebles, camas, puertas, etc.).

ouhkwnNnpeE

Figura 15. Proceso de obtencidn de aserrin en la fabrica

Fuente: Autora

3.1.1.3. Clasificacién de la materia prima

La fabrica trabaja con madera especifica para la fabricacién de muebles en general, puesto
que la clasificacién depende del tipo de madera usada para la elaboracién de determinado
mueble y la contextura del aserrin depende de la maquina a la cual es sometida la madera.

Debido a esto se obtuvieron y utilizaron 6 clases de aserrin, los cuales se clasificaron como
se muestra Tabla 9, y se almacenaron como se muestra en la Figura 16.
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Tabla 9. Clasificacidon de la materia prima segun su procedencia

Clase de madera

Tipo de madera

Procedencia

Descripcion

Flor morado

Dura

Departamento
Cesar — Colombia

Es una clase de roble también
llamado guayacdn rosado. Es
un arbol nativo de la América
tropical. Su nombre cientifico
es Tabebuia rosea.

Chingalé

Blanda

Departamento

Antioquia — Colombia

Se encuentra principalmente
en las subregiones del
Nordeste Antioquefio, Bajo
Cauca y Oriente Antioquefio-
Colombia. Su nombre
cientifico es  Jacaranca
copaia.

Cedro grueso

Blanda

Cedro polvillo

Blanda

Ciudad de Barranca —

Colombia

Los cedros constituyen un
género de coniferas pindceas.
Son darboles de gran tamafio,
de madera olorosa y copa
cbnica o vertical, su nombre
cientifico es Cedrela
montana.

Mezclas

Blanda — Dura

Es una mezcla de toda la clase
de madera usada en la
fabrica.

Aglomerado

Blanda

Es obtenido a partir de
pequeiias virutas, o serrin,
encoladas a presiéon. Por lo
general se emplean maderas
blandas por facilidad de
trabajar con ellas, ya que es
mas facil prensar blando que
duro.

Fuente: Autora
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Figura 16. Representacion del tipo de aserrin obtenido de la fabrica

a) Aglomerado b) Cedro grueso c¢) Cedro polvillo

d) Meazclas e) Flor morado f) Chingalé

Fuente: Autora
3.1.2. Hidrdlisis
Para la seleccidon del tipo de aserrin mas adecuado como materia prima se realizaron dos

montajes con una particularidad diferente, el primer montaje con una constante de peso
del aserrin y el segundo con una constante de volumen del aserrin.

3.1.2.1. Montaje 1, inoculacion del hongo por peso de aserrin
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Este ensayo se realizd para hacer un andlisis comparativo de la adaptacidon del
microorganismo bajo las mismas condiciones en cada una de las clases de aserrin tomando
como constante el peso.

El procedimiento que se llevd a cabo en este montaje estd determinado por dos pasos
principales, preparacién del medio de aserrin con el mismo peso para todas las muestras e
inoculacién del hongo.

Se pesaron 40 gramos de cada tipo de aserrin, se le agregaron 60ml de agua destilada y
10ml de agua peptonada, se esterilizo a 121°Cy 15 Ib de presién durante 20 minutos, se
dejo atemperar a temperatura ambiente y se inoculo el hongo Trichoderma, finalmente se
realizd un analisis comparativo visual entre todas las muestras pasados 8, 15 y 30 dias.

3.1.2.2. Montaje 2, inoculacion del hongo por volumen de aserrin

Este ensayo se realizd para hacer un analisis comparativo de la adaptacién del
microorganismo bajo las mismas condiciones en cada una de las clases de aserrin tomando
como constante el volumen.

El procedimiento que se llevd a cabo en este montaje estd determinado por dos pasos
principales, preparacién del medio de aserrin con el mismo peso para todas las muestras e
inoculacién del hongo.

Se tomd el mismo volumen aparente para cada tipo de aserrin, se le agregaron 60ml de
agua destilada y 10ml de agua peptonada, se esterilizo a 121°Cy 15 Ib de presion durante
20 minutos, se dejé atemperar a temperatura ambiente y se inoculo el hongo Trichoderma,
finalmente se realizd un andlisis comparativo visual entre todas las muestras pasados 8, 15
y 30 dias.

3.1.3. Determinacion de glucosa

Este ensayo se realizé con el fin de elegir la clase de aserrin con mas contenido de glucosa
usando para su determinacién la técnica de colorimetria midiendo absorbancia en un
espectrofotémetro marca Spectroquant® Pharo 300 (Figura 17), con las especificaciones
mencionadas en la Tabla 10.
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Figura 17. Espectrofotémetro Pharo 300 (Merak)

Fuente: Autora

Tabla 10. Especificaciones técnicas espectrofotémetro Pharo 300

Modelo Pharo 300

Fuente de luz Xendn

Sistema dptico Haz Unico
190-1100

Rango de longitud de onda (nm)

0,69-4,85 MPa por unos segundos o minutos
y liberacién de presidn hasta presién
atmosférica

Ancho de banda espectral (nm)

+-1

Rango fotométrico

+-3,3A

Precision fotométrica

0,003 A a \<0,600 A; 0,5% de lectura para
0,6<A>2

Barrido

Incrementos de 1 nm con rango
seleccionable de longitud de onda

Modos de medicidn

Concentraciéon, absorbancia, transmision,
longitudes de ondas multiples,
exploraciones

Almacenamiento de resultados

1000 valores individuales medidos: 4 MB
para barridos y cinética

Interfaz RS232, USB-A, USB-B
Idiomas Inglés, aleman, francés, espafiol e italiano
Cubetas 16 mm redondo, 10/20/50 nm rectangular

con reconocimiento automatico

Clase de proteccién

IP 31

Requisitos de potencia

100-240 V/50-60 Hz <con cable de
alimentacion de 2,5 m especifico de cada
pais

Ancho x Fondo x Alto (mm)

404x314x197
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Peso sin fuente de alimentacion

(ke) 37

Fuente: BioSystems S.A.

El procedimiento que se llevd a cabo en este montaje segun el protocolo descrito en el ANEXO
B estd determinado por los siguientes pasos: 1) se tomé 1g de cada una de los tipos de madera
y se diluyo en 20ml de agua destilada, 2) se realizé una extraccidn en medio acuoso sin
calentamiento y se tomaron valores de absorbancia a 540nm el dia 0, 3, 7 y 14, 3) finalmente
se realizaron los calculos respectivos.

3.2. PRODUCCION A ESCALA LABORATORIO DE BIOETANOL A PARTIR DEL ASERRIN

Este ensayo se realizé con el fin de obtener variables en la producciéon de bioetanol y
analizar condiciones adecuadas para el proceso que garanticen su produccién abriendo la
posibilidad de escalamiento.

3.2.1. Montaje 1l

El procedimiento que se llevd a cabo en este montaje estd determinado por 8 pasos
principales:

1. Preparaciéon del medio de aserrin para 10 frascos de 1000 ml con las mismas
condiciones de trabajo.

Preparacion del microorganismo en medio acuoso

Proceso de hidrdlisis enzimatica

Proceso de lixiviacién y filtrado

Proceso de pasteurizacion

Proceso de fermentacion

Proceso de destilacién

Un segundo proceso de destilacidn.

NV WN

Se prepararon 120 ml de medio agar extracto de malata para cada uno de los 10 frascos (48
g/L de agua destilada) y se mezclé con 80 g de aserrin, se esterilizé a 121°C y 15 |b de
presién durante 20 minutos. El procedimiento se realizé por duplicado.

En la Figura 17 se describe las caracteristicas del bioproceso aplicado de transformacion.

3.2.1.1. Adaptacién del hongo

El hongo fue preparado en medio acuoso, 3,3 g de caldo Wort por 100 ml de agua destilada,
como se muestra en la Figura 18.
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Figura 18. Diagrama del bioproceso aplicado a escala laboratorio, montaje 1

Medio Agar Extracto Materia Prima Microorganismo —
demaka Aserrin Trichoderma viride ch_ e vf:"
T:25°C T:25°C T:25°C Pﬁmkh
P: 101,32 kPa P: 101,32 kPa P: 101,32 kPa 2
\ 4
Adecuacion del
Microorganismo
|
Hidrolisis Enzimatica
30 Dias
sy Agua
Lixiviacion y Filtrado [€— T 45°C
Pasteurzacion
Calentamiento: 80 °C
SMin
Enfriamiento: 20 *C

.

Fermentacion
6 Dias

Residuos para
Bioabono

<

1ra Destilacion
Simple
T:80°*C

v

243 Redestilacion
Simple
T7:80°C

Fuente: Autora
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Figura 19. Hongo Trichoderma en medio acuoso

Fuente: Autora

3.2.1.2. Hidrdlisis

Cada muestra se sometid a un proceso de hidrdlisis enzimatica, el cual consistié en inocular
10 ml de hongo Trichoderma previamente preparado en medio acuoso (caldo Wort 33 g/L
de agua destilada) y finalmente se dejé en reposo durante 30 dias.

En la Figura 19 se realiza una foto de los dos montajes reales del proceso de hidrélisis
enzimdtica, medio de aserrin inoculado por Trichoderma viride.

Figura 20. Proceso de hidrolisis enzimatica

o

a) Primer montaje b) Segundo montaje

Fuente: Autora
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Pasados 30 dias se llevd a cabo una lixiviacién, un proceso de arrastre por el agua de
materiales solubles, el cual consistio en agregar agua a 45°C 3 veces la cantidad del material
en masa a cada uno de los frascos, se mezclé homogéneamente y se filtré manualmente.
En la Figura 20 se muestra el lixiviado para cada montaje.

Figura 21. Lixiviado para cada montaje

a) Primer montaje b) Segundo montaje
Fuente: Autora

Se pasteurizd el producto lixiviado a 80°C durante 5 minutos a bafio maria, se dejé
atemperar a temperatura ambiente.

3.2.1.3. Fermentacién

El proceso de fermentacidon anaerobia consisti6 en preparar levadura Saccharomyces
cerevisiae al 2% con solucién salina estéril y posteriormente inocular 5 ml de la misma al
lixiviado y se dejo en reposo durante 6 dias.

En la Figura 21 se realiza una foto de los montajes reales del proceso de fermentacion.

Figura 22. Proceso fermentativo para cada montaje

a) Primer montaje b) Segundo montaje
Fuente: Autora
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3.2.1.4. Destilacion

Pasados 6 dias se llevod a cabo un proceso de destilacién simple manteniendo la temperatura
a 80°C, y finalmente se realizd una segunda destilacidn bajo las mismas condiciones.

La Figura 22 representa el equipo usado para realizar el proceso de destilacidon y segunda
destilacidon simple.

Figura 23. Destilador por arrastre de vapor

Fuente: Autora

3.2.2. Montaje 2

El procedimiento que se llevd a cabo en este montaje estd determinado por 8 pasos
principales:

Adecuacion del medio de aserrin para un bioreactor de 100L

Preparacion del hongo Trichoderma para su crecimiento mediante aireacion
Proceso de hidrdlisis enzimatica

Proceso de lixiviacién y filtrado

Proceso de pasteurizacion

Proceso de fermentacion

Proceso de destilacion

Proceso de deshidratacion

O N R WNRE

En la Figura 23 se describe las caracteristicas del bioproceso aplicado de transformacién.
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Figura 24. Diagrama del bioproceso aplicado a escala de laboratorio, montaje 2

Materia Prima Microorganismo - Caldo Extracto de
Asarmrin Trichoderma viride Malta
T:25°C T:25°C T:25°C
P: 101,32 kPa P: 10132 kPa P: 101,32 kPa
¥ 7
Agua Crecimiento del Aire Seco
T:25°C —P Ac;w:g:m;n&: o Microorganismo <~ T:25°C
P:101,32kPa 3Dias P: 101,32 kPa
Hongo Mayor Cantidad de
Esporas
Hidrolisis Enzimiticl] A8 S8c
13 Di < T:25°C
- P: 101,32 kPa
A SR Agua

Lixiviacion y Filtrado f— T 45°C

Pasteurizacion
Calentamiento: 80 °C

SMin
Enfriamiento: 20 *C
¢ Levadura— Soccharimyces
Rk paca PO
Bioabono erme 5
b 6::“' «—  Fosfato de Amonio
Urea
T:25°C
l P: 101,32 kPa
Destitacion Simple
T:80°C
Deshidratacion
Asistida por
Microondas

Bioatanol Anhidro

Fuente: Autora
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Se pesaron 12 Kg de aserrin aglomerado y se le agregaron 12 L de agua, se mezclaron en un
bioreactor previamente adecuado con una llave de agua a 10 cm respecto la parte inferior
y en la parte superior unas varas de vidrio de diferentes longitudes garantizando la aireacién
de todo el contenido.

La Figura 24 representa la adecuacion del bioreactor de 100 L donde se llevara a cabo el
proceso de hidrdlisis, llave, varillas de diferentes longitudes y un juego de mangueras
conectadas para el flujo de aire.

Figura 25. Bioreactor adaptado para la hidrdlisis

a) Vista superior b) Vistainterna
Fuente: Autora

3.2.2.1. Adaptacién del hongo

Para la adaptacion del hongo se prepard medio para 60 frascos de 60 ml y se inoculo por
triplicado muestra de cada uno de los 20 frascos de los dos montajes.

Se realiza una foto del montaje real de los frascos de 60ml inoculados pasados 5 dias y 10
dias como se muestra en la Figura 25 y 26 respectivamente.
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Figura 26. Medio en frascos de 60 ml con Inoculo pasados 5 dias

Fuente: Autora

Figura 27. Cultivo selectivo de 30 frascos pasados 10 dias

Fuente: Autora

Se preparé medio celulésico usando papel de filtro picado en 60 cajas Petri y donde
finalmente se realizé repique por duplicado de un cultivo selectivo de 30 frascos de vainilla
de 60.

Se realizé una foto del montaje real de la adaptacion del hongo Trichoderma viride en medio
celulésico pasados 10 dias como se muestra en la Figura 27.
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Figura 28. Medio de cultivo celuldsico con inoculo de Trichoderma viride

Fuente: Autora
La Figura 28 muestra la etapa de crecimiento del hongo mediante aireacién durante 3 dias.

Figura 29. Hongo Trichoderma viride en medio acuoso con aireacién

a) Vista superior b) Vista frontal

Fuente: Autora

3.2.2.2. Hidrdlisis
Para llevarse a cabo el proceso de hidrolisis enzimdtica se vertié el hongo previamente
preparado en el inciso anterior con el medio de aserrin himedo y se dejoé en reposo con

aireacion.

La Figura 29 muestra el bioreactor en el proceso de hidrolisis enzimatica con aireacion.
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Figura 30. Bioreactor en proceso de hidrdlisis enzimatica con aireacién

b) Vista interna
Fuente: Autora

Pasados 13 dias se procedié a realizar un lixiviado, el cual consistié en agregar 1100 ml de
agua a 45°C por Kg de contenido en el bioreactor, se macero de manera que quedara una
mezcla homogénea y se filtré manualmete.

La Figura 30 muestra cémo se realizd el proceso de lixiviado, dilucidn de materiales solubles
en agua, se agrego 31,9 L de agua a 45°C para 29 kg de contenido del bioreactor. De este
proceso se obtuvieron 21.210 ml de lixiviado.

Figura 31. Proceso de lixiviado

Se pasteurizd el lixiviado a 80°Cy 15 Ib de presidn durante 5 minutos a bafio maria, se dejé
atemperar a temperatura ambiente y posteriormente se realizé la respectiva determinacién
de glucosa.
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3.2.2.3. Fermentacion

Para llevarse a cabo el proceso de fermentacién anaerobia se le inoculo al lixiviado 0,25 g/L
de levadura Saccharomyces cerevisiae y adicionalmente se agregd 0,25 g/L de sulfato de
magnesio, 1 g/L de fosfato de amonio y 0,5 g/L de urea y se dejé en reposo durante 6 dias.

Se realizé una foto del montaje real del proceso de fermentacién como se muestra en la
Figura 31.

Figura 32. Proceso de fermentacion

Fuente: Autora

3.2.2.4. Destilacién
Pasados 6 dias se realizé destilacién simple manteniendo una temperatura constante de
80°C. Y finalmente se propuso un método alternativo para deshidratar bioetanol, usando

radiacion electromagnética como fuente de energia, el cual consistié en someter el lixiviado
a deshidratacion asistida por microondas.

La Figura 32 muestra el equipo usado para el proceso de destilacion simple.
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Figura 33. Equipo para realizar destilacion por arrastre de vapor

Fuente: Autora

En la Figura 33 se representa el equipo para la deshidratacién, la obtencion de bioetanol
carburante asistida por microondas.

Figura 34. Equipo para deshidratacion asistida por microondas

Fuente: Autora

3.2.3. Determinacion de alcohol

3.2.3.1. Indice de refraccién y densidad por picnémetro
Para lograr establecer si el producto resultante de la destilacién fue alcohol etilico, se

procedid a compararlos. El método escogido fue a través del indice de refraccidn, el cual es
una caracteristica tipica de cada compuesto.
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Para determinar el porcentaje de alcohol se calculd la densidad del producto obtenido por
la deshidratacién utilizando un picnémetro aplicando la siguiente ecuacion.

D_m
v (4)

Donde,
D: Densidad de la muestra, g/ml.
m: Masa de la muestra, g.

V: Volumen, ml.

Después de calcular la densidad de la muestra producida se procede a ubicar el resultado
en la Tabla 11, identificando asi el porcentaje de etanol.

Tabla 11. Densidad segun porcentaje de etanol

% Etanol | % Agua Densidad

g/ml

0 100 1.00
10 90 0.9836
20 80 0.9704
30 70 0.9555
40 60 0.9368
50 50 0.9155
60 40 0.8927
70 30 0.8692
80 20 0.8449
95 15 0.8056
100 0 0.7907

Fuente: (43)
3.2.3.2. Cromatografia

Para la determinacion de alcohol se utilizé un cromatégrafo de gases marca Dani como se
muestra en la Figura 33, con un detector de ionizacién de flama (FID), inyector capilary una
columna PE-WAX de 30 m de longitud con un didmetro interno de 0.53 mm y un espesor de
pelicula de 1 mm.

e Columna NN5
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e Fase Movil: nitrégeno

¢ Flow Rate: 1.0 ml/min

e Deteccidn: 250°C

e Temperatura inyector: 150°C

e Temperatura del Horno: 150°C

e Jeringa Hamilton de 1.0 pL

e Elvolumen de inyeccién fue de 0.2 pL

Figura 35. Cromatdgrafo de gases, Dani, empleado para la deteccidn de bioetanol.

<8

Fuente: Equipo de propiedad del CINBBYA-UNAB.

Para la identificacién del o de los componentes, registrados como un pico en cada uno de
los cromatogramas de las muestras, previamente se realizaron inyecciones por duplicado
de cada uno de los siguientes estandares puros (metanol, etanol, 2-propanol, acetato de
etilo y butanol), asi como de la mezcla equimolar de los mismos. Estas inyecciones se
realizaron a las mismas condiciones que las de las muestras. Finalmente se compararon los
tiempos de retencion (que es Unico para cada compuesto a las mismas condiciones) de los
estandares con los picos presentes en las muestras.

Tabla 12. Tiempos de retencién obtenidos a partir de las inyecciones de los estdndares en
forma pura asi como en el de la mezcla

Compuesto Puro/ tr (minutos) | Mezcla tr (minutos)
Metanol 2,224 2,282
Etanol 2,372 2,436
2-Propanol 2,540 2,604
Acetato de etilo 3,389 3,445
Butanol 4,221 4,354

Fuente: Centro de Investigacion en Biotecnologia, Bioética y Ambiente de la Universidad
Auténoma de Bucaramanga-CINBBYA (2013)
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Analisis cuantitativo de las muestras

En la cromatografia, la mayor parte de los analisis se realizan con el fin de determinar la
concentracion o el peso absoluto, o los componentes presentes en la muestra. Debido a
que el cromatégrafo no presenta los resultados en forma numérica, sino como variaciones
del voltaje de salida en funcién del tiempo, es necesario transformar dichas variaciones en
un numero y convertirlo luego a la informacion deseada. Por lo que la concentracion del
etanol en las muestras se determind, empleando el método de las adiciones estandar el
cual consiste en afadir sobre una serie de alicuotas, cantidades conocidas del componente
a determinar, y medir la magnitud de la propiedad analitica de interés tras las diferentes
adiciones. Se utilizé butanol como estandar interno, esto para obtener las relaciones de
areas, entre el analito y el estandar interno en cada adicién.

Las condiciones de operacion con las cuales se trabajo durante el analisis de las muestras
de condensado fueron: flujo de nitrégeno (gas acarreador), 3.0 mL/min; temperatura del
inyector y del detector, fue de 220°C; la temperatura de la columna fue de acuerdo al
siguiente programa: Temperatura inicial, 40°C durante 3 min, posteriormente, la
temperatura se incrementa a una velocidad de 25°C/min hasta llegar a la temperatura final
de 215°C. El volumen de inyeccién de la muestra a analizar fue de 1.0 pL.

Preparacion de la muestra

Se midié con una pipeta volumétrica, 2.0 mL de muestra de destilado y se colocd en un
matraz aforado de 10 mL, en donde se le agregd con una micropipeta 25 uL de butanol
(estandar interno), posteriormente se llevé al aforo con agua destilada. Después de agitar
la disolucidn, se tomd con una Jeringa Hamilton, 1.0 plLy se inyectd en el cromatdgrafo de
gases.

Luego se llevé a cabo las adiciones del estandar etanol puro. Se realizaron 5 adiciones, el
volumen agregado en cada adicion fue de 25 plL. Al término de cada adicidn, se fueron
inyectando 1.0 L de la disolucién. Este mismo procedimiento se repitié para las otras
muestras.

Analisis por cromatografia de gases

El andlisis por cromatografia de gases se realizd a las muestras de condensados obtenidos
durante la destilaciéon del mosto fermentado.

Los resultados de las sefiales instrumentales del andlisis se representan en la Figura 35. La
sefial medida como R, representa el cociente de areas (Aest/Aci), donde Aest €s el drea del
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estandar etanol puro en cada adicidn y A¢j es el drea del estandar interno (butanol) utilizado,
se representa en el eje y, mientras que en el eje x, la escala se expresa en términos de las
cantidades de analito afiadidas, ya sea como masa o como concentracién. Por consiguiente,
la concentracion desconocida esta dada en el punto en el cual la linea extrapolada corta al
eje de concentracion. La recta de regresidn se establece mediante minimos cuadrados.

Figura 36. Curva de las adiciones estandar

&
Extrapolacion

Ef. Regresion lineal
y=0 = y=aX+hb
b=-aX .
o bien -Cyx=b/a = Cy
> % L

Concentracion de analito  Concentracian de analito afadido (C )
en la muestra problema (Cx)

Fuente: Centro de Investigacién en Biotecnologia, Bioética y Ambiente de la Universidad
Auténoma de Bucaramanga-CINBBYA (2013)

La concentracién del analito afadido en el volumen de la muestra original (Vx) en cada
adicién se calcula utilizando la siguiente ecuacién:

Concentracién del analito affadido

C= Vest * Cest
Vx (5)

Donde,

C: Incremento en la concentracion del analito en el volumen de muestra original en g/mL
Cest: Concentracion del estdndar afiadido

Vest: Volumen del estdndar acumulado en cada sistema, mL

Vx: Volumen total de la muestra
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Una vez construida la curva de adicidén estandar, se procede a determinar la concentracién
del analito en la muestra original mediante la extrapolacién de la ecuacién de regresion
lineal del tipo y = aX + b. Con intercepto en y = 0, la concentracion se determina mediante
la siguiente ecuacién:

Concentracion del analito mediante extrapolacion
b

=3 (6)

Donde,

Cx: Concentracidn del analito determinado experimentalmente, g/mL
b: Ordenada de la ecuaciéon de regresién lineal

a: Pendiente de la ecuacién de regresion lineal

Por otro lado, se requiere estimar la precision de Cx, para ello es necesario construir el
intervalo de confianza, utilizando la siguiente ecuacién:

Intervalo de confianza

(Cx +/—tSc) g/mL )
Donde,

Sc: es la estimacion del error estandar

t: distribucion t de Student.
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4, RESULTADOS

4.1. SELECCION DE LAS MEJORES CONDICIONES DE CRECIMIENTO DEL HONGO

4.1.1. Hidrdlisis

4.1.1.1. Montaje 1, inoculacion del hongo por peso de aserrin

Para determinar el tipo de aserrin en el que el hongo se adapta mejor se realizé analisis
comparativo de las muestras pasados 8, 15 y 30 dias:

- Pasados 8 dias se puede apreciar un leve crecimiento del hongo en cada una de las
muestras, sin embargo es mas notable a la vista en el cedro polvillo como se observa

en la Figura 36.

- Pasados 15 dias se puede apreciar gran cantidad de hongo visible en el aglomerado,
mientras que en las otras se percibe pero en bajas cantidades.

- El aglomerado es la clase de madera que pasados 30 dias tiene gran cantidad de
hongo visible y en las otras muestras es nulo como se observa en la Figura 37.
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Figura 37. Vista del hongo en cada tipo de aserrin con el mismo peso

~a) Aglomerado

d) Flor morado e) Chingalé - f) Mezclas
Fuente: Autora
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Figura 38. Vista macroscépica frontal e inferior del aglomerado por peso de aserrin

Fuente: Autora

4.1.1.2. Montaje 2, inoculacion del hongo por volumen de aserrin

En la Tabla 13 se muestra el peso de cada tipo de aserrin con un mismo volumen.

Tabla 13. Peso del tipo de aserrin con volumen equivalente

Clase de aserrin Peso (g)

Aglomerado 45,11
Mezcla 18,33
Cedro polvillo 25,14
Chingalé 17,77
Cedro grueso 24,51
Flor morado 30,75

Fuente: Autora
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Para determinar el tipo de aserrin en el que el hongo se adapta mejor se realizd analisis
comparativo de las muestras pasados 8, 15 y 30 dias:

- Pasados 8 dias se puede observar un alto crecimiento en las dos muestras de cedro
(polvillo y grueso), leve en chingalé y mezclas, nulo en aglomerado y flor morado
como se observa en la Figura 38.

- Pasados 15 dias se puede observar que la cantidad de hongo visible disminuye en
todas las muestras en general pero sin embargo en el aglomerado aun es visible.

- Aligual que en el montaje anterior, pasados 30 dias en la muestra del aglomerado

hay mayor cantidad de hongo visible respecto de las demas muestras como se
observa en la Figura 39.
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Figura 39. Vista macroscépica del hongo en cada tipo de aserrin con el mismo volumen

b) Aglomerado b) Cedro polvillo c) Cero grueso

e) Flor morado e) Chingalé f) Mezclas
Fuente: Autora

70



Figura 40. Vista macroscépica frontal e inferior del aglomerado por volumen de aserrin

Fuente: Autora

4.1.2. Determinacién de glucosa

Para la determinacion de glucosa se tomaron medidas de absorbancia para cada una de las
muestras y el patrdn, se prepararon las muestras 1g aserrin/20 ml agua destilada.

En la siguiente tabla se muestran los valores medidos de absorbancia a 540nm tomados el
dia 0, 3, 7y 14 como se observa en la Tabla 14.

Tabla 14. Datos de medicién de absorbancia a 540nm para cada tipo de aserrin

Muestra Absorbancia (A)

Dia 1 3 7 14
Chingalé 0,195 0,201 0,241 0,246
Cedro polvillo 0,213 0,229 0,235 0,242
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Cedro grueso 0,151 0,155 0,156 0,161
Aglomerado 0,238 0,242 0,243 0,266
Flor morado 0,098 0,102 0,153 0,176
Mezcla 0,215 0,22 0,235 0,253

Fuente: Autora

En la Tabla 15 se muestra los valores calculados de glucosa en mg/dL para cada una de las
muestras.

Tabla 15. Valores de glucosa para cada tipo de aserrin

Muestra Glucosa Aserrin (mg/dL)

Dia 1 3 7 14
Chingalé 11,20 11,55 13,85 14,13
Cedro polvillo 12,24 13,16 13,50 13,90
Cedro grueso 8,67 8,90 8,96 9,25
Aglomerado 13,67 13,90 13,96 15,28
Flor morado 5,63 5,86 8,79 10,11
Mezcla 12,35 12,64 13,50 14,54

Fuente: Autora

Con los datos presentados en la Tabla 15 se disefidé una representacion grafica, donde se
observa claramente los resultados de la determinacién de glucosa como se muestra en la
Figura 40.

De la Figura 40 se puede concluir que hay presencia de glucosa en todas las muestras, 4 de
ellas tienen un valor similar, sin embargo en la muestra donde mas se obtuvo glucosa fue
en la del tipo de aserrin aglomerado. El mejor resultado para todas las muestras se ve
reflejado en el dia 14 puesto que al trascurrir tiempo hay mayor extraccidn de glucosa en el
medio acuoso.
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Figura 41. Representacion grafica de los valores de glucosa de cada tipo de madera para el
dia0,3,7y 14

Glucosa Aserrin
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g mDia7
@ 6 000 ODia14

4,000

o0 Chingale Cedro polvillo Cedro grueso Aglomerado Flormorado Mezcla

Tipo de aserrin
Fuente: Autora
4.2. PRODUCCION A ESCALA LABORATORIO DE BIOETANOL A PARTIR DEL ASERRIN

4.2.1. Montajel

Se realizé medicién de absorbancia del lixiviado para determinacidn de glucosa. En la Tabla
16 se muestran los valores de absorbancia de cada una de las muestras por duplicado y el
respectivo calculo de glucosa en mg/dL.

Tabla 16. Valores de absorbancia por duplicado y calculo de concentracion de glucosa

Prueba Medicion Absorbancia Concentracion de

Montaje (A) Glucosa (mg/dL)
Muestra 1 2 1 2
Primero 1 0,081 0,062 23,754 18,035
2 0,005 0,015 1,320 4,252
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3 0,019 0,010 5,572 2,786
4 0,131 0,159 38,416 46,481
5 0,007 0,012 2,053 3,519
6 1,271 1,281 372,581 375,660
7 0,004 0,007 1,026 1,906
8 0,063 0,039 18,475 11,437
9 0,003 0,001 0,733 0,293
10 0,395 0,457 115,689 134,018
1 0,052 0,021 15,103 6,012
2 0,006 0,005 1,613 1,466
3 0,042 0,011 12,317 3,079
4 0,321 0,362 94,135 106,158
5 0,028 0,033 8,211 9,677
Segundo 6 Descartado
7 0,075 0,060 21,848 17,449
8 0,009 0,002 2,493 0,440
9 0,005 0,001 1,466 0,293
10 0,003 0,001 0,733 0,293

Fuente: Autora

muestra 6 fue descartada.

Debido a que la cantidad de destilado estaba en un rango de 3-16 ml para el segundo
destilado se mezclaron con agua hasta llegar a una cantidad de 50ml del primer montaje las
muestras 3,5, 7y 9, y del segundo montaje las muestras 1 a 9. Se descartaron del primer

Debido a que no se observé crecimiento alguno de ninglin hongo en el segundo montaje la

montaje las muestras 1, 2 y 8, y del segundo montaje la muestra 10.

Por lo tanto las muestras que se destilaron por segunda vez puras del primer montaje

fueron las muestras 4, 6 y 10, y del segundo montaje la muestra 7.

La Tabla 17 resume la cantidad de liquido producido en unidades de ml en cada el proceso

de lixiviado, destilacion y segunda destilacidon para los dos montajes.

Tabla 17. Cantidad de fermentado producido en cada proceso

Montaje

Proceso Destilacion 2da destilacion
Muestra Cantidad Cantidad Cantidad
(ml) Agua (ml) | destilado (ml)
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1 2,0 Descartado

2 1,0 Descartado
3 7,0 43,0 5,0
4 25,0 - 14,0
Primer 5 14,0 36,0 7,0
6 18,0 - 11,0
7 5,4 44,6 3,0

8 1,0 Descartado
9 3,4 46,6 2,0
10 48,0 - 24,0
1 3,7 46,3 0,0
2 4,7 45,3 2,0
3 7,4 42,6 3,0
4 6,6 43,4 3,0
5 15,0 35,0 8,0

Segundo 6 Descartado

7 19,0 - 8,5
8 3,5 46,5 2,0
9 4,3 45,7 2,0

10 2,3 Descartado

Fuente: Autora

4.2.2. Montaje 2

En la Tabla 18 se muestran los valores de absorbancia del lixiviado por duplicado y el
respectivo calculo de glucosa en mg/dL.

Tabla 18. Determinacién de glucosa

Absorbancia (A) Glucosa Solucién (mg/dL)
Muestra 1 2 1 2
0,522 0,654 170,588 213,725

Fuente: Autora

La Tabla 19 resume en términos de cantidad de liquido producido en unidades de ml en
cada el proceso de destilacidn y segunda destilacién.
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Tabla 19. Produccidn del fermentado antes y después de la destilacidon — segunda

destilacion
Destilacion Seg.unq:’:\
(ml) destilacion
(ml)
1050 260

Fuente: Autora
4.2.3. Determinacién de etanol

4.2.3.1. Indice por refractémetro y densidad por picnémetro
Mediante un refractdmetro se midieron los indices de alcohol etilico y el producto obtenido
por la deshidratacién. Se obtuvieron entonces los siguientes datos a una temperatura de

25°C:

e Alcohol etilico puro: 17 °Brix
e Muestra destilacion: 14 °Brix

Después de calcular la densidad de la muestra producida determinandola en 0,8108 g/ml
donde a partir de la Tabla 11, el rango esta entre el 80% y el 95 % de volumen de alcohol.

Aplicando interpolacion el porcentaje de etanol segun la densidad es de 93,01%.

4.2.3.1. Cromatografia

En la Figura 41 se muestra el cromatograma obtenido a partir de la inyeccion de la mezcla
de los estandares mencionados anteriormente. Se puede observar una muy buena
separacion de los picos correspondientes a cada uno de los estandares.

76



Figura 42. Cromatograma obtenido a partir de la inyeccion de la mezcla de los estandares
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Fuente: Centro de Investigacién en Biotecnologia, Bioética y Ambiente de la Universidad
Auténoma de Bucaramanga-CINBBYA (2013)

De la Figura 41 se puede observar que en cada uno de los cromatogramas presentados,
aparece un solo pico, cuyo tiempo de retencién fueron: 2,368 minutos, 2,380 minutos y
2,398 minutos, respectivamente. Al comparar estos tiempos con los tiempos de retencién
de los estdndares presentados en la Tabla 12. Se pudo observar que dichos tiempos
corresponde al tiempo de retencidn del etanol, por lo tanto se puede decir que en el mosto
fermentado en los sistemas, analizados contiene Unicamente etanol.

En la Figura 42 se muestra el cromatograma obtenido a partir de la inyeccién de la muestra
de condensado obtenido durante la destilacién del mosto a partir de frascos individuales.
Para este caso: (a) corresponde a la muestra 6 del primer montaje con 375,660 mg/dL de
glucosa; (b) para la muestra 10 del primer montaje con 134,018 mg/dL de glucosa vy la (c)
corresponde a la muestra 4 del primer montaje con 106,158 mg/dL de glucosa. En estos
cromatogramas, se puede observar un solo pico, cuyo tiempo de retencién fue, 2,376
minutos, que al compararlos con los tiempos de retencion de los estandares presentados
en la Tabla 12, se puede observar que dicho tiempo corresponde al tiempo de retencion
del etanol, por lo tanto se puede decir que en el mosto fermentado a las condiciones dadas,
se tiene Unicamente etanol.

En la Figura 43 se aprecia el cromatograma resultante a partir de la muestra destilada,

montaje 2, en el cual se observa un tiempo de retencién correspondiente al del etanol de
referencia.
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Figura 43. Cromatogramas obtenidos a partir de las inyecciones de las muestras de
condensados obtenidos durante la destilacidon del mosto fermentado (aserrin fermentado)
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Fuente: Centro de Investigacion en Biotecnologia, Bioética y Ambiente de la Universidad
Auténoma de Bucaramanga-CINBBYA (2013)
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Figura 44. Cromatograma obtenido a partir de la inyeccion de la muestra destilada
(Hidrodestilacion asistida por microondas para obtener alcohol anhidro)
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Fuente: Centro de Investigacién en Biotecnologia, Bioética y Ambiente de la Universidad
Auténoma de Bucaramanga-CINBBYA (2013)

En la Figura 44 se aprecia el cromatograma resultante a partir de la muestra segunda

destilada (Hidrodestilacidn asistida por microondas), montaje 2, en el cual se observa un
tiempo de retencidn correspondiente al del etanol de referencia.

79



Figura 45. Cromatograma obtenido a partir de la inyeccidn de la muestra segunda
destilada
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Fuente: Centro de Investigacién en Biotecnologia, Bioética y Ambiente de la Universidad
Auténoma de Bucaramanga-CINBBYA (2013)

En cuanto a la concentracién de etanol presente en cada una de las muestras de
condesados obtenidos durante la destilacion del mosto, se determind mediante el método
de las adiciones estandar, utilizdndose como estandar interno a butanol. EI método de las
adiciones estandar, consiste en afadir sobre una serie de alicuotas, cantidades conocidas
del componente a determinar (en este caso etanol), y medir la magnitud de la propiedad
analitica de interés tras las diferentes adiciones.

De las tres figuras mostradas en la Figura 45 se puede observar en cada caso que la
intensidad del pico del etanol va aumentando conforme se realizan adiciones del estandar

(etanol puro).

Para el andlisis estadistico de los datos experimentales obtenidos a partir de las adiciones
estandar realizadas a las muestras de condensados, se determind el intervalo de confianza
con un 95 % de nivel de significancia, considerando la t de Student = 2,015, los resultados
son los siguientes:

La desviacion estandar Sc obtenido para la muestra de condensado del mosto fermentado
en el sistema D fue de 0.002, por lo tanto el intervalo de confianza es, Cx = (0.047 + 0.004)
g/mL; la desviacidn estandar Sc para la del sistema a fue de 0,051, por lo tanto el intervalo
de confianza es, Cx = (0.593 + 0.102) g/mL y finalmente la desviacién estandar Sc para la
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del sistema F fue de 0,003, por lo tanto el intervalo de confianza es, Cx = (0.466 + 0.006)
g/mL.

De acuerdo a estos resultados, se puede decir que la concentracién de etanol en la muestra
de condensado del sistema a, muestra segunda destilacion (hidrodestilacion asistida por
microondas), es mayor que a la del sistema ¢, muestra destilacion.

Como se desprende de los analisis realizados y descritos en la Tabla 20 se produjo etanol
en todos los ensayos. Puede decirse que existe una relacién con la concentracion de glucosa
y ademds que se obtuvo un mejor resultado de las muestras del ensayo a nivel de
laboratorio cuando se realizé el proceso de segunda destilacion, hidrodestilacidn asistida
por microondas. Sin embargo la baja produccién de etanol se debe a que los procesos de
hidrdlisis enzimatica y fermentacidn son procesos bioldgicos los cuales requieren de mayor
cantidad de pardmetros para obtener un resultado mas éptimo.

81



Figura 46. Cromatogramas obtenidos durante el analisis de adiciones estandar den los
sistemas. (a) Muestra segunda destilacion (hidrodestilacion asistida por microondas), (b)
repeticion de la muestra (a) y (c) Muestra destilacion. Concentraciéon promedio de glucosa
192,157 mg/dL
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Fuente: Centro de Investigacion en Biotecnologia, Bioética y Ambiente de la Universidad
Auténoma de Bucaramanga-CINBBYA (2013)
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Tabla 20. Resultados cuantitativos obtenidos de la concentracién de alcohol en las
muestras procesadas: por cromatografia de gases y determinacion de la densidad

Muestra Por;i::ar:;:?:/l:‘;hd Densidad (g/ml)

6, montaje 1 45 0,9227

10, montaje 1 31 0,9539

4, montaje 1 28 0,9602
Destilada, montaje 2 46 0,9227
Segunda destilacion

(alcohol concentrado), 78 0,8436
montaje 2

Fuente: Centro de Investigacion en Biotecnologia, Bioética y Ambiente de la Universidad
Auténoma de Bucaramanga-CINBBYA (2013)

4.3. IDENTIFICACION DE VARIABLES

Para el desarrollo del trabajo es indispensable realizar un andlisis de resultados obtenidos
en el experimento “bioproceso escala laboratorio”, donde se identifiquen las variables
influyentes en todo el proceso, con el fin de recopilar datos que puedan ser base de célculo
para el desarrollo de posteriores experimentos y optimizacién del mismo.

Segun el experimento en estudio, las variables que se tienen en cuenta para el analisis son
de dos tipos, dependientes e independientes.

4.3.1. Variables independientes

4.3.1.1. Caracterizacidon materia prima

e Tipo de aserrin: Esta variable es de gran relevancia ya que de ella depende la
cantidad de celulosa presente en el material lignocelulosico, puesto que esta varia
con el tipo de madera. Segun experimento realizado “Caracterizacion de la materia
prima” se selecciond el aglomerado como el tipo de aserrin a utilizar.

e Condiciones del aserrin: Es importante tener en cuenta bajo qué condiciones se
encuentra la materia prima, ya que dependiendo del estado de degradacién permite
un mejor acondicionamiento del microorganismo y un aumento en el rendimiento

de la hidrolisis enzimatica.

4.3.1.2. Variables independientes comprendidas
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Segun el experimento se analizan tres variables independientes.

e Tiempo de reaccién: El tiempo de reaccién se establecié segun la informacién
consultada en experimentos llevados a cabo con otras materias primas, puesto que
el comportamiento del microorganismo tiene un tiempo aproximado donde logra
un pico de rendimiento y posteriormente el proceso comienza una etapa de
inhibicidn. El valor medido para esta variable es de 13 dias para la hidrélisis y de 6
dias para la fermentacion.

e Relacion Agua-Aserrin: La relacion es 1:1.

e Cantidad de microorganismo: Para el experimento se agregé una cierta cantidad de
microorganismo (aprox. 0,005 Kg) y posteriormente se inoculo en un bioreactor para
su reproduccion durante 3 dias, esta fase del proceso fue llamada “crecimiento del
microorganismo”.

4.3.1.3. Variables fijas

En la produccién de bioetanol a partir de aserrin intervienen otras variables que afectan el
proceso, tales como la temperaturay el tipo de microorganismo, las cuales son establecidas
previamente a partir de la literatura e informaciéon consultada.

e Temperatura: Para el experimento en estudio, todos los procedimientos fueron
realizados en condiciones ambientales (25°C y 101,32 kPa), exceptuando los
procesos que requirieron elevar la temperatura para su ejecucién como la
pasteurizacidn, destilacién y deshidratacion.

e Tipo de microorganismo: Los microorganismos que se escogieron para realizar los
procesos bioldgicos de hidrolisis enzimatica y fermentacidon fueron, Trichoderma
viride y Saccharomyces cerevisiae, respectivamente.

4.3.2. Variables dependientes

Son muchas las variables dependientes, tanto de las reacciones de hidrolisis enzimatica y
fermentacion como del producto, que se podrian utilizar para evaluar el experimento,
dependiendo del propésito del mismo.

En la Tabla 23 se presenta un resumen de las variables de entrada y salida del proceso de
produccién de etanol, cantidad de hongo usado en el proceso y tiempo de duracién del
proceso.
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Tabla 21. Datos materia prima — produccion de etanol a escala laboratorio y cantidad de

microorganismo

. . Microorganismo - | Tiempo de | Etanol % Etanol
Materia Prima - ; N _
Aserrin (Kg) Hongo Trichoderma | Produccién Producido
& viride (Kg) (dias) L
12 0,005 20 0,26 78

Fuente: Autora
Rendimiento:

Entendido como la cantidad de bioetanol producido con base en la cantidad de
materia prima utilizada la ecuacion seria asi:

Peso Bioetanol
* 10

Rendimiento = 0
tmt Peso Aserrin (9)

Aplicando,

Rendimient 260mlL = 0,8436g/mL 100 = 1.83%
= E 3 =
endimiento 120009 ,83%

De esta manera el rendimiento experimental del proceso es de 1,83% teniendo en
cuenta que este rendimiento esta basado en un porcentaje de etanol del 78%.

indice de produccién por cada litro de fermento

Los datos se obtuvieron de un volumen de 21,21 litros de fermento, con el objetivo
de obtener un indice de produccién de etanol por cada litro del mismo.

P 1
IP = *
#Pruebas Volumen de fermento (10)
Aplicando,
IP = 260 * = 12,26 mL por litro de fermento

21,21
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4.4.

Relacién bioetanol - materia prima:

Volumen Bioetanol

Bioetanol/Aserrin =
/ Peso Aserrin (11)

Aplicando,

Bioetanol _ 0,202L

Aserrin . 12kg 0,0168 L por cada 12K g de Aserrin

BALANCE MASICO DEL PROCESO DE OBTENCION DE BIOETANOL A PARTIR DE
ASERRIN

En la Figura 46 se presenta un balance de masa aplicado a las principales etapas del proceso
de produccién de bioetanol.
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Figura 47. Diagrama de balance masico del bioproceso aplicado a escala laboratorio,
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4.5. ANALISIS COMPARATIVO

Por no encontrarse referencia o precedentes sobre este tipo de trabajo, se establecen
primeros parametros para la produccién de etanol a partir de aserrin y se compara con otras
materias primas, obteniendo datos de pruebas de la literatura, sin embargo es un proceso
completamente diferente al que en este proyecto se realiza.

Los datos descritos en la Tabla 22 son un resumen de datos calculados teniendo en cuenta
las ecuaciones anteriormente mencionadas y experimentales obtenidas de la literatura para
diferentes materias primas, se parte de un volumen de 10 litros de zumo de, papa,
zanahoria y remolacha. Cabe mencionar que estos datos fueron el resultado basicamente
de tres procesos: 1) proceso de hidrélisis usando como agente biodegradante el hongo
Aspergillus niger (no se reportan datos de duracién en este proceso), 2) proceso de
fermentacion sin presencia de luz usando Saccharomyces cerevisiae durante 8 dias y 3)
destilacion. En cuanto al lacto suero son los desechos de las fabricas lacteas, este zumo es
sometido a el proceso de fermentacién y destilacién posteriormente (44).

Con el objetivo de obtener un indice de produccién de etanol por cada litro del mismo, se
aplica la Ecuacidon 10, mientras que para obtener una relacion bioetanol/materia prima se
aplica la Ecuacion 11, donde se compara con los datos obtenidos experimentalmente del
aserrin con un volumen de 21,21 L de fermento.

Analizando los indicadores de produccidn de etanol a partir de diferentes fuentes, donde
se discuten para la papa, zanahoria, remolacha, lacto suero y aserrin, el resultando en
términos de rendimiento en litros de bioetanol/kg de materia prima, la remolacha y la
zanahoria superan al resto de los productos, alcanzando 0,0819L/kg y 0,0866L/kg
respectivamente. El lacto suero alcanza un lugar intermedio, seguido de la papa de 0,0437
y 0,033L/kg respectivamente. En cuanto al aserrin es la peor eleccion puesto que en relacién
con la produccién mas alta de bioetanol, remolacha, es de aproximadamente 5,12 veces
menos.

Todos los ensayos en el proceso de destilacién estan aproximadamente bajo los mismos
estandares de produccién, sin embargo la cantidad de fermento de aserrin es més del doble
en comparacion a las demas materias primas, aun asi el indice de produccién es 10,87 veces
mas bajo respecto al de mayor produccién, la remolacha.
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Tabla 22. Datos de pruebas de produccién de bioetanol con diferentes materias primas

Temperatura Tiempo indice de Relacién
. Cantidad p p” Tiempo inicio Etanol ‘s bioetanol
Materia Inicio de Produccidn ‘s . produccidn .
. fermento ., o . condensacion | %Etanol | Producido materia
Prima condensacion | Destilacion . (mL/L .
(L) (°C) (min) (min) (mt) fermento) prima
(L/kg)
Papa 10 64,4 83 28 60 330 55 0,033
Zanahoria | 10 58,33 65 23 63 819 130 0,0819
Remolacha | 10 65,55 67 22 65 866,64 133,3 0,0866
Lacto 10 68.33 62 7 61 437.13 71,6 0,0437
Suero
Aserrin 21,21 50 30 20 78 202,8 12,26 0,0169
Fuente: Tabla elaborada por la autora basada en datos experimentales tomados de (44)

89




5. CONCLUSIONES

Se determiné que el uso de cualquier tipo de aserrin es apto para la adaptacion del
hongo Trichoderma viride y produccién de glucosa, sin embargo se presenta mejor
rendimiento en el aserrin aglomerado debido a que tiene una concentracion de
glucosa superior respecto a las demas muestras (15,28 mg/dL).

Se determiné mediante el analisis cromatdgrafico que se produjo etanol en todos
los ensayos, se obtuvieron excelentes resultados partiendo de una destilacion
simple realizada en el laboratorio mejorando del 46 al 78% EtOH (p/p) en un lote de
etanol destilado con microondas; tan sélo se consiguid 46% con calentamiento
convencional con una concentracion de glucosa de 192,157mg/dL.

Se establecié que bajo las condiciones dadas en este proyecto, el rendimiento de la
produccion de etanol es de 1,83% con un porcentaje de etanol de 78%.

Se determind haciendo un andlisis comparativo entre el aserrin y otras materias
primas usadas aproximadamente con la misma escala de produccién, papa,
zanahoria, remolacha y lacto suero, en términos de rendimiento en litros de
bioetanol, es significativamente bajo puesto que se produjo 0,203L de bioetanol a
diferencia con la materia prima de mayor produccién, remolacha, es 5,12 veces
menor.

En cuanto a el indice de produccién de etanol por cada litro de fermento se
determiné que es de 12,26, es 10,87 veces menor respecto a la remolacha, la mas
alta produccidn, teniendo como base de célculo mas del doble de fermento de
aserrin, 21,21L.
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6. RECOMENDACIONES

Para futuros estudios de la produccién de alcohol con cualquier materia prima para
la recuperacién y concentracién de etanol con el objeto de romper el azedtropo
utilizar sales como el acetato de sodio y potasio para el incremento de la solubilidad
H20-sal (mayor valor de las fuerzas intermoleculares del agua con la sal) y por
consiguiente separar con mayor facilidad el alcohol.

Debido a que la materia prima obtenida es inmunizada, ya que es un factor
importante para la finalidad de la fabrica de muebles, por ende es un gran
impedimento para el proceso de hidrdlisis enzimatica realizado por el hongo
Trichoderma viride, es recomendable obtener como materia prima aserrin de otra
procedencia.

El desarrollo y final ejecucién de un proyecto como el presentado en este estudio
podria ser impulso para otros proyectos donde puedan desarrollarse investigaciones
de este tipo para analizar con mayor profundidad el impacto del uso del alcohol
como combustible en los diferentes sectores.

Se recomienda realizar un modelado conceptual del proceso con ayuda de un

software de modelamiento de procesos en estado dindmico, e implementar
evaluaciones ambientales y econdmicas.
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ANEXO A. PILARES DE LA POLITICA DE BIOCOMBUSTIBLES EN COLOMBIA

La produccién y masificacion del uso de los biocombustibles en Colombia tiene varios
objetivos y se fundamenta (2):

e En la necesidad de garantizar el abastecimiento energético del pais y disminuir su
dependencia de los combustibles fdsiles.

e En los benéficos sociales, ambientales y econdmicos que se pueden obtener con la
generacion de empleos permanentes con el fortalecimiento del sector agricola y de
las economias regionales.

e El desarrollo agroindustrial.

o El mejoramiento de la calidad del aire que respiramos

e La sustitucién de cultivos ilicitos.

e Finalmente, la meta sera la generacién de una verdadera revolucién social en
materia de empleo y calidad de vida.

Figura 48. Descripcion grafica de los pilares de la politica de Biocombustibles en Colombia

3. Mejoramiento del medio
ambiente 1. Desarrollo del sector

agricola y generacién de
empleo rural

y:

2. Diversificacion de la
canasta y autosuficiencia
energética

Fuente: (2)

1. Consolidacion programa de mezclas de biocombustibles

Ley 693 de 2001, Ley 939 de 2004, Ley 1450 de 2011, Decreto 4892 del 27 de Diciembre de
2011 (24) (45).

LEY 693 DE 2001 (Uso de alcoholes carburantes en Colombia)
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Las gasolinas que se utilicen en el pais, tendrdn que contener compuestos
oxigenados tales como alcoholes carburantes.

Se decretd que el uso del alcohol carburante recibira un tratamiento especial en las
politicas sectoriales de autosuficiencia energética, de produccién agropecuaria y de
generacion de empleo.

LEY 939 DE 2004 (Se estimula la produccion y comercializacion de biocombustibles para
uso en Motores diésel)

El combustible diésel que se utilice en el pais podra contener biocombustibles de
origen vegetal o animal para uso en motores diésel en las calidades que establezcan
el Ministerio de Minas y Energia y el Ministerio de Ambiente, Vivienda y Desarrollo
Territorial.

LEY 1450 DE 2011 (se expidio el Plan Nacional de Desarrollo 2010-2014, “Prosperidad para
Todos”)

Se ratifica en las directrices del Documento CONPES 3510:

“El Gobierno Nacional ha construido un marco de politica y regulacién con el fin de generar
incentivos econdmicos que aseguren la participacidon del sector privado a lo largo de la
cadena de produccién de los biocombustibles” (2).

DECRETO 4892 DE 2011 (se dictan disposiciones aplicables al o de alcoholes carburantes
y biocombustibles en vehiculos automotores)

A partir del 1 de enero del afio 2013, los ministerios de Minas y Energia y de
Ambiente y Desarrollo Sostenible, o quien haga sus veces y mediante acto
administrativo, previa consulta con la Comisién Intersectorial de Biocombustibles,
podran fijar porcentajes obligatorios de alcohol carburante superiores al 10% de
mezcla obligatoria para el alcohol carburante (2).

Se utilizara Gasolina motor con porcentajes de mezcla obligatoria que variaran entre
el 8% y el 10% de mezcla de alcohol carburante en base volumétrica (E-8 -E-10
corriente y extra) (3).
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2. Propuesta de armonizaciéon marco regulatorio CLDP!C - biocombustibles

2.1. Reglamentacidn técnica

RESOLUCION 18 0687 DE 2003, MODIFICADA A TRAVES DE LA RESOLUCION 18 1069 DE
2005 (Ministerio de Minas y Energia)

* Se definid la regulacion técnica en relacién con la produccion, acopio, distribucién y
puntos de mezcla de los alcoholes carburantes y su uso en los combustibles
nacionales e importados

* Se sefialaron las fechas de entrada del programa de oxigenacién de las gasolinas en
Colombia

2.2, Reglamentacion de calidad

RESOLUCION 447 DE 2003, MODIFICADA POR LA RESOLUCION 1565 DE 2004 (Ministerios
del Ambiente, Vivienda y Desarrollo Territorial y Minas y Energia)

* Se establecen los requisitos técnicos y ambientales de los alcoholes carburantes y
los combustibles oxigenados que se vienen distribuyendo en el pais desde el aio
2005

RESOLUCION 1289 DE 2005, MODIFICADA POR LA RESOLUCION 18 0782 DE 2007
(Ministerios del Ambiente, Vivienda y Desarrollo Territorial y Minas y Energia)

* Se establecen los requisitos técnicos y ambientales del biodiesel y sus mezclas con
el diesel de origen fésil a distribuir en el pais a partir del tercero o cuarto trimestre
del afio 2007.

2.3. Regulacién econdmica

RESOLUCION 18 0222 DE 2008 (Ministerio de Minas y Energia)
¢ El maximo entre:

-Precio fijo

10 CLDP: Combustibles Liquidos Derivados del Petréleo
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-Costo de oportunidad de las materias primas
-Combustible fésil ajustado por calidades energéticas y ambientales.

RESOLUCION 18 1780 DE 2005, MODIFICADA POR LA RESOLUCION 18 0212 DE 2007
(Ministerio de Minas y Energia)

* Se definié una banda de precios que toma el mayor valor entre los costos de
oportunidad de las materias a utilizar en la produccién del Biodiesel y el costo de
oportunidad del ACPM de origen fésil, ademas de la garantia en la recuperacion de
las inversiones en ambos casos (Factor de produccion eficiente).
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ANEXO B. PROTOCOLO PARA LA DETERMINACION DE GLUCOSA

Para la determinacién de la glucosa se llevé a cabo la siguiente técnica:
1. Composicién
e Reactivo (A): Fosfatos 100 mmol/L, fenol 5 mmol/L, glucosa
oxidasa > 10 p/ml, peroxidasa > 1 yu/ml, 4-aminoantipirina 0,4
mmol/L, Ph 7,5.
e Patron (S): glucosa 100 mg/dL (5,55 mmol/L).

2. Procedimiento

b) Atemperar el reactivo a temperatura ambiente
c) Pipetear en tubos de ensayo las concentraciones mostradas en la
siguiente tabla:

Tabla 23. Concentraciones tubos de ensayo

Blanco Patron Muestra
Patrén(S) 10 ul
Muestra 10 ul
Reactivo(A) 1,0 ml 1,0 ml 1,0 ml

Fuente: BioSystems S.A.

d) Agitar bien e incubar los tubos durante 10 minutos a temperatura
ambiente (16-25°C) o durante 5 minutos a 37°C.
e) Leer la absorbancia (A) del patrén y de la muestra a 540nm frente al

blanco.

3. Calculos

Concentracidn de glucosa de la muestra

A muestra

—— x C patron = C muestra
A patrén P (4)

Donde,

A muestra: Absorbancia de la muestra
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A patron: Absorbancia del patron
C patron: Concentracion del patrén

C muestra: Concentracion de la muestra
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