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Resumen y Abstract IX

Resumen

El proceso de extraccion de aceite de higuerilla genera un residuo conocido como torta de
higuerilla. Esta biomasa contiene aproximadamente 40,2 % de celulosa. Por medio de los
microorganismos: Aspergillus niger, Trichoderma spp. y Rhizopus spp., se plantearon
algunas rutas para la hidroélisis enzimética de la celulosa que permitiera la produccion de
glucosa y, posteriormente, bioetanol a través de via fermentativa por Saccharomyces
cerevisiae. Se selecciond la mejor ruta con dos criterios: el menor periodo de hidrélisis y
la mayor concentracién de glucosa. Esto para su posterior réplica y simulacion del proceso
en Aspen plus®. La ruta escogida fue la hidrélisis por medio del microorganismo
Trichoderma spp., debido a que, la hidrélisis tarda alrededor de 4 a 6 dias; mientras que
por los otros microorganismos entre 7 y 9 dias. Ademas, su concentracion registrada en
las pruebas fue la mayor, con 11 % de glucosa. A partir de 1 kg de higuerilla se puede
producir entre 50 y 100 mililitros de solucién liquida con bioetanol en concentracién de
volumen de hasta 0,2437. Adicional, se analizaron los impactos ambientales en cuanto a
la produccién a nivel de laboratorio. Para obtener 100 mililitros de etanol se generan 2,8
kg de CO2 equivalente, siendo el uso de energia eléctrica el que mas impacta al medio
ambiente. De igual forma, se evalué la produccién en Aspen Plus® con una capacidad de
10,11 toneladas diarias, de las cuales se pueden obtener 978,10 litros diarios de bioetanol
con pureza del 98,9 %.

Palabras clave: Bioetanol, Ricinus communis, Hidrélisis enzimatica, Aspergillus

niger, Trichoderma spp., Rhizopus spp.



X Produccion de bioetanol a partir del residuo del proceso de extraccion de aceite de
higuerilla (Ricinus communis) y analisis de sus impactos ambientales

Abstract

The castor bean oil extraction process generates a residue known as castor bean cake.
This biomass contains approximately 40.2% cellulose. By means of microorganisms such
as Aspergillus niger, Trichoderma spp. and Rhizopus spp., some routes for the enzymatic
hydrolysis of cellulose were proposed that would allow the production of glucose and,
subsequently, bioethanol through fermentation. The best route was chosen with two
criteria: the shortest hydrolysis period and the highest glucose concentration. This for a
posterior replication and simulation of the process in Aspen plus®. The chosen route was
the hydrolysis generated by the microorganism Trichoderma spp., because its hydrolysis
takes about 4 to 6 days; while by other microorganisms takes between 7 and 9 days. In
addition, its concentration recorded in the tests was the highest, with 11% glucose.
Between 50 and 100 milliliters of liquid solution containing bioethanol in volume
concentration up to 0.2437 can be produced from 1 kg of castor bean cake. In addition,
environmental impacts in terms of production were analyzed at the laboratory scale. In
order to obtain 100 milliliters of ethanol, 2.8 kg of CO2 equivalent are generated, being the
use of electric energy the input that most impacts the environment. Similarly, the production
of Aspen Plus® was evaluated with a capacity of 15 tons per day, from which 1435.14 liters
per day of bioethanol with 98.9% purity can be obtained.

Keywords: Bioethanol, Ricinus communis, enzymatic hydrolysis, Aspergillus niger,

Trichoderma spp., Rhizopus spp.
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Introduccién 1

Introduccidén

Los recursos fésiles han sido la fuente principal de la energia usada en el mundo a través
de los afios debido a su alto impacto comercial tanto en el ambito nacional como
internacional. El continuo uso de estos recursos ha generado una escasez en la obtencion
de los mismos, lo cual ha llevado a la humanidad buscar nuevas alternativas para suplir la
demanda energética mundial.

Debido a esta crisis energética, la biomasa es una fuente renovable que ha surgido como
alternativa a la generacion de combustibles fosiles en el mundo dado a la obtencion de
biodiesel y bioetanol a partir de semillas, plantas y algas[1]. Su facilidad de cultivo y
cosecha y su amplia distribucién en la tierra han generado un alto intereses en la
investigacion y produccion de distintas fuentes energéticas provenientes de la biomasa.

En la actualidad la semilla de Ricinus communis (higuerilla) se reconoce como una opcion
viable en la produccion de biodiesel[2], pero debido a su distribucion geografica en el
territorio colombiano y a su adaptabilidad a diferentes condiciones climaticas se han
realizado distintas investigaciones para el aprovechamiento maximo de la semilla[3].

El proceso de extraccion al que se somete la higuerilla genera residuos, aceite de higuerilla
y torta de higuerilla. El aceite de ricino es el componente mas conocido y utilizado de la
higuerilla, siendo este utilizado en industrias de pinturas, esmaltes y principalmente de
produccion de biodiesel[4]; pero contrario a éste, la torta de higuerilla ha tenido pocos
estudios de sus aplicabilidades, siendo esta una de las razones por la que esta
investigacion se llevo a cabo, ya que se enfoca en determinar el potencial de la torta de
higuerilla como fuente de produccion de biocombustibles como lo es el bioetanol, logrando
asi, el mayor aprovechamiento de esta biomasa.

La semilla de higuerilla no es apta para el consumo, dado a una toxina presente en su
composicion, la cual se debe retirar previamente para la producciéon de bioetanol, es por
esto que no presenta inconvenientes como la transiciébn de materias primas hacia la
produccion energética dejando a un lado sus finalidades alimenticias, generando de esta
manera, un alza de precios y una posible escases de estas materias primas para el
consumo humano[5] .Este proyecto desarrolla una metodologia para la obtencion de
bioetanol a partir de torta de higuerilla mediante procesos enziméticos, utilizando
microorganismos que seran descritos posteriormente con el fin de incentivar el uso de esta
materia prima en Colombia, destacando su gran potencial y bajas emisiones respecto a
otras materias primas convencionales ya utilizadas.



2 Produccion de bioetanol a partir del residuo del proceso de extraccion
de aceite de higuerilla (Ricinus communis) y analisis de sus impactos
ambientales

OBJETIVOS

Objetivo general.

eProducir bioetanol a partir del residuo del proceso de extraccion de aceite de higuerilla
(Ricinus communis) y analizar sus impactos ambientales.

Objetivos especificos.

eEmplear una metodologia que permita la obtencién de los azlUcares fermentables
mediante la hidrélisis enzimatica generada por Trichoderma spp., Aspergillus niger y
Rhizopus spp.

e Producir bioetanol a nivel de laboratorio, analizando sus caracteristicas fisicoquimicas
con el fin de cumplir los indices de calidad establecidos en las normas internacionales
ASTM D4814 (pH, %etanol, Y%metanol, etc.).

eRealizar la simulacién de la linea de produccién a escala menor de biorrefineria en el
software Aspen plus ®.

eAnalizar el perfil de impactos ambientales asociados a la cadena productiva del bioetanol,
a pequefia escala, por medio del software Sima Pro.
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1. Marco referencial
1.1 Marco teorico

1.1.1 Higuerilla (Ricinus communis)

La higuerilla es una planta tipo arbusto con una altura de 1 a 5 metros, con los tallos
presentando una coloracion verde o rojiza. Las hojas tienen de 5 a 8 segmentos, en forma
de estrella. Sus frutos son pequefas capsulas espinosas de forma ovalada que contienen
entre 1 a 3 semillas|[6].

Figura 1 Arbusto de higuerilla

Fuente: Inforural [7].

“Es originaria de Africa tropical sin embargo es comin desde hace muchos de afios en
paises de América Latina, se cree que llegd a este continente a partir de la conquista,
habita en climas calientes, se conoce también como (Higuereta, ricino, palmacristi y
castor)’[6]. Su distribuciébn es bastante amplia, encontrdndose en las orillas de rios,
guebradas o lagos, inclusive a alturas cercanas a los 3000 msnm [6].

Figura 2 Semilla de higuerilla

Fuente: Campos Seeds [8].
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Las caracteristicas principales del arbusto de higuerilla estan plasmadas en la Tabla 1.

La produccion mundial de higuerilla cada vez va aumentando; en el afio 2000 la demanda
fue de 1.371.000 toneladas de semilla, 9 afios después se incrementd un 8%, siendo India,
China y Brasil los principales paises que mas semilla de higuerilla usaron[6]. Asi mismo,
el uso de aceite de higuerilla ha incrementado, en 1985 se utilizaba 400.000 toneladas de
aceite y 25 afios después este numero de incremento un 52%[6]. La tabla 3 muestra los
principales consumidores de Ricinus communis en el mundo.

Tabla 1 Caracteristicas principales del arbusto de higuerilla

Caracteristicas Ricinus communis

Familia Euphorbiaceae
Nombre cientifico Ricinus communis
Ricinus, del latin con el que se conocen ciertas garrapatas que se asemejan a sus
Etimologia semillas; communis, prestado del vocablo latin communisque significa evidente o
comun
Nombre comuin Higuerilla
Origen Introducida
Continente Africa
Distribucion geografica Nativa de Africa
Habito de crecimiento Arbérea
Altura maxima (m) 10
Didmetro (cm) 40
Amplitud de copa Estrecha (menor que 7 m)
Densidad de follaje Baja
Modelo arquitecténico No determinado
Sistema radicular Profundo

Mide 20 cm de diametro, palmeada, de borde aserrado y lobulado, nectarios en la

Atributos foliares R , R
base foliar y estipulas terminales

Persistencia hoja Semicaducifolia
Atributos florales Miden 1 cm de didametro, con muchos estambres
Estacién de floracion Estacional
Sistema de polinizacion No determinado
Limitaciones flores Ninguna
Limitaciones frutos en espacios publicos Toxicos
Sistema de dispersion No determinado
Densidad madera (g/cm?) No determinado
Tasa de crecimiento Rapida
Longevidad Baja (0 - 35 afios)
Zonas de humedad Seca, Himeda, Muy himeda
Rango altitudinal 0- 1000 msnm, 1001 - 1500 msnm, 1501 - 2000 msnm, 2001 - 3000 msnm
Requerimiento de luminosidad Alta

Se desarrolla bien en suelos arcillosos, arenosos, profundos, con poca acidez y alto

Tipo de suelo ,
P contenido de nitrégeno.

Uso El aceite que se extrae de sus semillas tiene aplicaciones industriales y medicinales.
Funcion Ornamental, Recuperacion de suelos y/o areas degradadas
Usos en espacio publico Cerros, Glorietas, Orejas de puente, Parques
Estado de conservacion No evaluada

Fuente: [9].

Su clasificacién taxondmica se resume en la Tabla 2:
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Tabla 2 Clasificacion taxondmica del arbusto de higuerilla

Clasificacion taxondmica arbusto

de higuerilla
Reino Plantae
Subreino Trachebionta
Divisién Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Rosidiae
Orden Malpighiales
Familia Euphorbiaceae
Subfamilia Acalyphoideae
Tribu Acalypheae
Subtribu Ricininae
Genero Ricinus
Especie Ricinus communis

Fuente:[10].

Tabla 3 Demanda anual de semillas de higuerilla

Pais Demanda anual de semillas de higuerilla [Ton] %
India 1549000 86,30
Mozambique 69000 3,84
China 67000 3,73
Brasil 37000 2,06
Etiopia 12000 0,67
Birmania 10000 0,56
Paraguay 9000 0,50
Vietnam 7000 0,39
Sudafrica 7000 0,39
Angola 4000 0,22
Colombia 3500 0,19
Otros 20500 1,14
Total 1795000 100,00

Fuente:[11].

1.1.2 Aplicaciones de la semilla de higuerilla (Ricinus communis)

La semilla de higuerilla es el producto principal que se obtiene del cultivo de la higuerilla,
de la cual se extrae el aceite de ricino el cual tiene varias aplicaciones industriales entre
las que destacan la obtencion de biodiesel, la produccion de lubricantes y fertilizantes. Del
proceso de extraccion también se obtiene la torta de higuerilla la cual es un producto que
ha sido aprovechado relativamente poco [6].

Las principales aplicaciones de la torta de higuerilla son presentadas a continuacién en la
tabla 4:
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Tabla 4 Aplicaciones de la torta de higuerilla

Aplicaciones torta de higuerilla

Aplicacion Razén

Su alto contenido de nitrégeno, fosforo y calcio en comparacion
Fertilizante con otros fertilizantes organicos[12], ademas de reducir la
acidez del suelo[13].

Debido a su gran cantidad de proteinas, asi mismo después de
Alimento animal eliminar su toxicidad se utiliza para reemplazar algoddn, tartas y
soja en el alimento de ganado y pollos[14].

Produccién de Su alto contenido de nitrégeno y su toxicidad permiten que
herbicidas o insecticidas tenga propiedades de insecticidas y nematicidas[14].

Fuente: [15].

1.1.3 Torta de higuerilla como biomasa lignocelulésica

La biomasa es la materia organica renovable que proviene de distintas fuentes: vegetal,
animal o la obtenida debido a una transformacién natural o artificial. Son muchos los
recursos que forman la biomasa, estos pueden ser: residuos forestales, agricolas,
biodegradables, subproductos industriales, entre otros. A causa de las variadas
aplicaciones energéticas que tiene la biomasa, esta es la energia renovable mas usada de
todo el mundo[16].

La torta de higuerilla hace parte de la biomasa residual generada por transformaciones
agroindustriales, esta a su vez hace parte de la biomasa lignocelulésica empleada
principalmente en la generacion de combustibles y alimento animal, ademas de servir
como estructura para algunas construcciones, pero en la actualidad su aprovechamiento
es mas complejo; varias industrias utilizan este tipo de biomasa para la produccion de
productos quimicos, combustibles liquidos y gaseosos, entre otros[17].

Para un mejor entendimiento de lo que es la biomasa lignocelulosa la tabla 5 muestra sus
principales componentes:
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Tabla 5 Componentes principales de la biomasa lignoceluldsica

Componente Porcentaje
Celulosa 20%-50%
Hemicelulosa 15%-35%
Lignina 10%-30%
Proteinas 3%-10%
Lipidos 1.5%
Azucares solubles 10.5%

Fuente:[18].

En la siguiente figura se muestra la estructura del arbusto de higuerilla siendo este
clasificado como fuente de obtencion de biomasa lignocelulésica. (Figura 3):

Figura 3 Estructura de la biomasa lignocelulésica tomando como referencia el arbusto
de higuerilla
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basado en S. Morales De La Rosa:[19].

1.1.4 Composicién de la torta de higuerilla

La celulosa, hemicelulosa y lignina son los tres polimeros estructurales principales de la
biomasa lignocelulésica, incluyendo los provenientes de actividades agricolas. La biomasa
lignoceluldsica se obtiene de bosques, cultivos agricolas, residuos de cosechas, entre
otros lo que la hace la biomasa mas abundante de la tierra[19].
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Es fundamental identificar los componentes de la torta de higuerilla, con el fin de establecer
el potencial que esta presenta en la produccién de bioetanol. La composicién elemental y
de componentes de biomasa de la torta de higuerilla se muestra en la siguiente tabla (Tabla

6):

Tabla 6 Composicion elemental y de componentes de biomasa de la torta de higuerilla

Composicion torta de higuerilla
Composicion elemental

Elemento %
C 43,2
H 6,1
0 44,7
N 1,6
Cenizas 4,4
Al 0,0112
Ca 0,896
Cu 0,001
Fe 0,006
Na 0,039
Mg 0,131
Mn 0,001
0,624
P 0,221
Zn 0,002
Componentes de biomasa
Componente %
Extractivos 18,6
Hemicelulosa 13,6
Celulosa 33,4
Lignina acida insoluble 17,6
Lignina acida soluble 2,5
Proteinas 4,9

Fuente:[20].

e Celulosa

La celulosa esta presente en todas las plantas, ya que es la que forma la pared celular de
las células vegetales. La celulosa se encuentra en los tejidos de sostén, por lo cual es un
polisacérido fundamental en la estructura de las plantas; debido a estas dos cualidades es
la molécula biolégica mas abundante. La celulosa es un polimero formado principalmente
por moléculas de glucosa y presenta la siguiente formula quimica (CsH100s)n con un valor
minimo de n = 200[21].

La glucosa es un monosacarido, un tipo de azucar simple, de color blanco, que se halla en
las células de muchos frutos, miel, sangre y liquidos tisulares de animales. La glucosa es
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el componente principal en la produccion de bioetanol mediante un proceso de
fermentacion alcoholica el cual seré descrito posteriormente.

La celulosa esta compuesta por una estructura lineal, en la que se crean multiples puentes
de hidrégeno entre los grupos hidroxilo de distintas cadenas cercanas de glucosa,
formando fibras compactas que no pueden ser penetradas por el agua, y de este modo,
insolubles en agua y en alcohol. Su estructura se muestra en la siguiente figura 4 [21]:

Figura 4 Estructura de la celulosa
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Fuente: C. Arellano Perales, E. Houbron, and D. Elena Rustrian Portilla [22]

1.1.5 Produccion de bioetanol a partir de torta de higuerilla

El bioetanol se obtiene de biomasa vegetal compuesta de azucares simples o de algunos
compuestos gue mediante ciertos procesos puedan ser transformados en azucares, como
el almidén o la celulosa. El maiz, trigo, sorgo, cebada, remolacha azucarera, cafia de
azucar y la semilla de higuerilla son las principales especies vegetales de las que se puede
obtener bioetanol. El bioetanol obtenido es de gran utilidad energética ya que se emplea
como combustible mezclandolo con distintas naftas en diferentes proporciones
dependiendo de la normativa y de sus usos finales[23].

El bioetanol comporte la misma composicién quimica del etanol y caracteristicas, la Unica
diferencia entre los dos es que el bioetanol se obtiene a través de procesos de
transformacion de la biomasa, mientras que el etanol se obtiene de otros procesos[24]. La
tabla 7 ilustra las propiedades del etanol:
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Tabla 7 Propiedades del etanol
Pardmetro Valor
Estado fisicoa 15°C y 1 atm Liquido
Peso molecular 46,07
Punto de ebullicién a 1 atm 78,3°C
Punto de congelacién -114°C
Punto de ebullicion a 1atm 243,1°C
Parametro Valor
Presidn critica 63 atm
Gravedad especifica (Liquido) 0,790 a 20°C
Gravedad especifica (Vapor) 1,6
Calor especifico (Vapor) 1,128

Calor de solucién

-2,3*1075 [J/kg]

Calor de combustion

-268,8*1075[J/kg]

Calor de vaporizacion latente

8,371045 [J/kg]

Tension superficial a 20°C 22,8 Dinas/cm
Viscosidad a 20°C 0,0141 poice
Presién de vapor a 20°C 43 mmHg
Calorespecifico a 23°C 0,618cal/g
Punto de inflamaci6n 14°C
Peso especifico a 15,56°C 0,816
Limites de inflamabilidad 90-400g/L de aire
Indice de refraccién 1,3651

Fuente:[25].

1.1.6 Produccién anual de bioetanol en Colombia

En la figura 5 se muestra las cinco plantas de produccion de bioetanol a base de bagazo
de cafia de azlcar de Colombia:

Figura5 Plantas productoras de bioetanol en Colombia

LOCALIZACION DE LAS PLANTAS PRODUCTORAS DE ALCOHOL CARBURANTE

Risaraga

Providencia
Manuelita

Mayagiez Q

Incauca

Fuente: Biocombustibles Colombia [26].

La produccién anual de estas plantas se muestra en la tabla 8:
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Tabla 8 Capacidad de las plantas productoras de bioetanol en Colombia

Region Inversionista Capacidad [L/dia] | Produccién de azticar cruda [Ton/afio] | Area plantada [Ha]
Miranda, Cauca Incauca 350000 97690 11942
Palmira, Valle Ingenio Providencia 300000 65126 9287
Palmira, Valle Manuelita 250000 81408 8721
Candelaria, Valle Mayaguez 250000 48845 6587
La Virginia, Risaralda Ingenio Risaralda 100000 32563 3004
Total en produccion 1250000 325632 39541

Fuente:[26]

De la tabla 8 se puede inferir que el producto principal para la generacion de bioetanol en
Colombia es el bagazo de cafia de azucar, por lo que es de suma importancia la utilizacion
de distintas fuentes de biomasa con alto potencial para la produccién de bioetanol.

1.1.7 Procesos de obtencién de bioetanol a partir de torta de higuerilla

El bioetanol se produce mediante una fermentacion alcohdlica por medio de levaduras. Las
levaduras fermentan los azucares simples, que proviene de la biomasa, dando como
resultado final, etanol y diéxido de carbono.

En el caso de la higuerilla, la glucosa que contiene el grano es el Unico componente que
se transforma en alcohol. Para esto se utilizan enzimas especificas que hidrolizan la
celulosa hasta azucares simples como la glucosa.

El proceso de obtencion de bioetanol a partir de torta de higuerilla se presenta en la figura
6:

Figura 6. Procesos para la obtencién de bioetanol

Torta de higuerilla

Contieng

Bioetanol
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Mediante

i Produce
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Hidrélisls AZUCARES —— | Fermentacién |———— g?:ﬁ::l:: —————»| Destilacitn

Produce Mediante

Fuente: Plantas de biomasa [27]
e Pretratamiento de la materia prima

Es el primer proceso de transformacion por el que pasa los componentes fundamentales,
es decir, la celulosa, hemicelulosa y lignina. La finalidad de este proceso es reducir la
cantidad lignina para que las enzimas puedan lograr la degradacion de sustrato y asi
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aumentar el rendimiento de azucar. Algunos tipos de pretratamientos mas usados son los
siguientes[28]:

Pretratamientos fisicos: “Segun R. Abascal Fernandez (2017), los principales métodos son
la trituracién mecanica que se encarga de disminuir el tamafio de la materia y la pirolisis
gue se basa en definir las caracteristicas de los procesos secundarios.”[28].

Pretratamientos quimicos y bioldgicos: Modifican la estructura quimica de la materia prima
mediante los siguientes procesos descritos en la tabla 9:

Tabla 9 Pretratamientos quimicos

Método Descripcion

Los componentes se separan utilizando menor energia que procesos
Explosion a vapor mecanicos mediante altas temperaturas y presiones a la cuales se
somete la biomasa.

La estructura cristalina de la celulosa se rompe mediante amoniaco

Explosion con amoniaco . , .
liquido en vez de vapor como el método anterior.

La hemicelulosa se solubiliza de la celulosa a través del
sometimiento de la biomasa a agua con altas temperaturas,
logrando que el acceso a la celulosa se simplifique.

Agua liquida a alta
temperatura

“Segun R. Abascal Fernandez este método es el mas efectivo parala
produccion de etanol a partir de la biomasa. Consiste en la
degradacion microbiana de los residuos lignoceluldsicos mediante
enzimas, donde la mas empleada es la celulosa. ”.

Hidrolisis enzimatica

Su objetivo es transformar los polisacaridos de la biomasa en sus

Hidrolisis acida , . . -
mondémeros elementales mediante catalizadores acidos.

. La lignina, la hemicelulosa y parcialmente la celulosa se degradan a
Tratamientos de ozono . -, .
condiciones de temperatura y presion estandar

Fuente: [28].

e Hidrdlisis de la torta de higuerilla

“Segun A. Herrera Escobar (2013), la hidrdlisis consiste en la doble descomposicién de la
molécula de agua (H+ y OH-) con otro compuesto, en la cual sus atomos forman otra
especie quimica. Este proceso también se realiza por la accidén de un acido o enzima.” [29]

Reaccion 1. Reaccion quimica hidrélisis
(CeH1005)2n = n(CsH1005)2 = 2,,(CeH1206) + 2n H,0

La etapa de hidrdlisis es de vital importancia debido a que, si se sobrepasa el tiempo de
liberacién de la glucosa, ocurrira el proceso de glucolisis el cual consiste en la degradacion
de la glucosa para extraer energia para el metabolismo celular.
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e Fermentacién alcoholica de la glucosa liberada en el proceso de hidrdlisis
enzimética
“Segun H. Vazquez (2018), la fermentacién alcohdlica es una biorreaccion que permite
degradar azucares en alcohol y dioxido de carbono”[30].

La levadura Saccharomyces cerevisiae y la bacteria Zymomonas mobilis son los dos
microorganismos mas utilizados en la fermentacion de la glucosa para la produccién de
etanol.[29]. Las reacciones quimicas del proceso son:

Reaccidén 2. Reaccién quimica de la fermentacion[31]
(Glucosa)C¢H,,06 = 2C,Hs0OH + 2C0,
(xilosa y arabinosa)3CsH,(05 —» 5C,HsOH + 5C0,

Con la finalidad de obtener la mayor cantidad de biomasa, los organismos biolégicos
usados para la produccion de bioetanol viven en un ambiente con oxigeno (aerobiosis), ya
que, si la poblacién no ha incrementado lo suficiente al estar presente en un ambiente
anaerobio, la velocidad de obtencién de etanol sera drasticamente afectada. Por lo tanto,
se pueden definir dos fases [31]:

-“Fase aerobia: es una fase de crecimiento en la cual la glucosa pasa a di6xido de
carbono”[31].

-“Fase anaerobia: es la fase de produccion de etanol; la glucosa pasa a etanol y diéxido
de carbono”[31].

El diagrama de la fermentacion alcohélica se presenta en la figura 7:

Figura 7 Diagrama del proceso de fermentacion alcohdlica
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Fuente: J. Suarez [31]

La fermentacion se puede llevar a cabo de varias maneras, descritas a continuacion:
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Tabla 10 Métodos para realizar la fermentacion

Método Descripcion

Se emplea mediante la cultivacidén de dos microorganismos en

Fermentacion en co- . . R .
el mismo recipiente, estos microorganismos son los encargados

cultivo .,
de llevar a cabo la fermentacién de la glucosay la pentosa.

La glucosay la xilosa se someten a varias fermentaciones

Fermentacion secuencial . . o
continuas en el mismo recipiente

Ambos procesos se efectian por separados a condiciones de
Hidrolisis y fermentacion| temperaturay pH iddneas. El principal problema se daen el

separadas proceso de hidrolisis, ya que la celulosa acumulada inhibe la
funcién de la celulasa

Se debe tener un control optimo de la temperaturay la

Sacarificacion R . »
y velocidad del proceso debido a que la fermentacién es un

fermentacion

. proceso lento. En este método se requieren menos reactores y
simultaneas

enzimas que en los métodos anteriores

Se emplea una clostridia anaerdbica con el fin de producir
enzimas que hidrolizan el sustrato, generando azucares que
posteriormente seran transformados en etanol

Sacarificacion y
fermentacion separadas

Otra opcion de obtener el etanol es mediante la fermentacién
alcohdlica de las hexosas y las pentosas.

Fuente: [28]

Otras opciones

Los distintos procesos de obtencidn de etanol son establecidos mediante algunos criterios
de seleccion; estos dependen del tipo de hidrdlisis, tipo de fermentacion, y materia prima.

La fermentacién alcohdlica es realizada por hongos filamentosos como Aspergillus, Mucor
y Fusarium y, hongos unicelulares como levaduras. La fermentacién se fundamenta bajo
el ciclo de Krebs; “el acido piruvico derivado de la glucodlisis es decarboxilado por el
acetaldehido en una reaccion catalizada por la enzima piruvato decarboxilasa y TPP
(Tiamina pirofosfato); el acetaldehido es reducido a etanol por un alcohol deshidrogenasa
dependiente de NAD, resultando en la reoxidacion del NADH2 formado durante la
glucdlisis” [32].
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Figura 8. Ciclo de Krebs
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Fuente: [33].

e Destilacion

Teniendo en cuenta que el punto de ebullicién del etanol (78.3°C) es menor al del agua
(100°C), se somete la biomasa a un calentamiento que genera la separacion del etanol del
agua debido a que se evapora primero [28]. Si este proceso es realizado varias veces se

logra obtener un etanol con mayor grado de pureza.

Figura 9 Destilacion simple

Matraz de Destilacion

ilagion
tanol gaseoso

\  Destilado
Etanol li q do

Fuente: Quimica organica [34].

1.1.8 Microrganismos usados en la hidrolisis enziméatica de la torta de
higuerilla

e Aspergillus niger
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“‘Es un hongo filamentoso haploide que se utiliza para el manejo de desechos y
biotransformaciones ademas de sus usos industriales, como la produccién de acido citrico
y enzimas extracelulares. Aspergillus niger no solo es una especie de patdégeno vegetal,
sino un grupo del género Aspergillus que se compone de 15 variedades, todas con conidias
negras’[33].

El hongo se localiza principalmente en el suelo en la vegetacion y en hojas en
descomposicion. Tiene una gran variedad de huéspedes como uvas, cebollas, mangos,
algunos granos entre otros, y raramente se encuentra en aves, mamiferos y humanos

“Su temperatura de crecimiento 6ptima es de 20-40 ° C, con un buen crecimiento a 37 ° C.
Puede sobrevivir a 60 ° C, pero, por ejemplo, en jugos de frutas, puede eliminarse por
exposicion a 63 ° C durante 25 minutos. Ademas, puede crecer en ambientes de 90 a
100% de humedad relativa”[36].

Figura 10 Representacion macroscépica de Aspergillus niger.

Fuente: Autores.

Rhizopus spp.

“Rhizopus es un hongo filamentoso cosmopolita que se encuentra en el suelo, frutas y
verduras en descomposicion, heces de animales y pan viejo. Mientras que Rhizopus spp.
son contaminantes comunes, también son causas ocasionales de infecciones graves (y
con frecuencia fatales) en los seres humanos”[37].

Los miembros de Rhizopus se utilizan para una gran variedad de aplicaciones como
pueden ser la produccién de acido lactico y cortisona, la fermentacion alcohdlica, la
adsorcién de contaminantes quimicos y la fabricacién de ciertos acidos [38].
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Figura 11 Representacion macroscopica de Rhizopus spp.

Fuente: Atlas de identificaciébn micoldgica. [39].
Trichoderma spp.

Se considera uno de los hongos cultivables mas resistentes ya que esta presenta en la
mayoria de los suelos y habitat, ademas de poder crecer exitosamente en ambientes con
contenido de pesticidas y otros quimicos. Dada su gran tolerancia a condiciones extremas,
su producciéon masiva ha sido uno de los aspectos en auge en el sector de la agricultura
[40].

“Trichoderma tiene diversas ventajas como agente de control biolégico, pues posee un
rapido crecimiento y desarrollo, también produce una gran cantidad de enzimas, inducibles
con la presencia de hongos fitopatégenos”[40].

“Este hongo toma nutrientes de los hongos que degrada y de materiales organicos
ayudando a su descomposicion, por lo cual las incorporaciones de materia organica y
compostaje lo favorecen; requiere de humedad para poder germinar. La velocidad de
crecimiento de este organismo es alta, por esto es capaz establecerse en el suelo
rapidamente y controlar las enfermedades. Probablemente sea el hongo beneficioso, mas
versatil y polifacético que abunda en los suelos’[40].

Figura 12 Representacion macroscoépica de Trichoderma spp.

Fuente: Autores.
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2. Metodologia de investigacion.
La metodologia utilizada para lograr los objetivos planteados se presenta en la figura 13:

Figura 13 Metodologia de la investigacion.

Fase 1. Produccion de bioetanol.

1.1. Produccién de cepa microbiana.

1.2. Pre tratado de la torta de
higuerilla y biorreactores de hidrolisis.

2.1 Replica del proceso para ase 5. kvaluacion ae

1.3. Preparacion de inoculo de hongos ~a s ) . .
estandarizacion de variables impactos ambientales.

en los reactores.

1.4. Mediciones de variables a tener | 2-2 Definicion de componentes. 3.1 Seleccion de obieti I

en cuenta para rendimiento del 2.3 Implementacion del diagramade || .eleczlon‘de objetivos y alcances
proceso. blogues. el ciclo de vida

1.5. Lavado del biorreactor para 2.4 Simulacién en Aspen Plus. 3.2 Inventario de cilco de vida en la

produccion de bioetanol
obtenerla glucosa. 2.5 Entrega de resultados. . .
1.6. Activacion de la levadura 3.3 Seleccion de categorias de
j impacto
1.7. Adicidn de la levadura ya activada 3 ) )
a fermentadores 3.4 Simulacion en el software Simapro

1.8. Control de fermentadores. 3.5 Analisis de resultados obtenidos

1.9. Preparacion de sistema de
destilacion.

1.10. Destilacion de cada jugo
fermentado por levadura.

1.11. Medicionesy control de
proceso.

1.12 Pruebas de densidad y
concentracion de bioetanol.

1.12. Entrega de resultados.

Fuente: Autores

La anterior figura hace ilustracion a los 3 procesos fundamentales para llevar a cabo la
investigacion. En la primera fase se llevan a cabo las diferentes acciones que permitirdn
dar cumplimiento a la produccién de bioetanol. Esta fase que se denomina fase |
comprende las actividades necesarias para la produccion de bioetanol y sus procesos.
Posteriormente viene la fase Il que esta denominada por la segunda actividad mostrada
en esta figura. Esta fase consta de 4 actividades, que llevaran a dar cumplimiento al tercer
objetivo especifico de este proyecto de grado, la simulacion del proceso de produccién de
bioetanol en el software Aspen Plus. La fase lll estd compuesta por cinco actividades y
comprende temas de impacto ambiental. En esta fase se analizara un perfil de impactos
ambientales y posteriormente se hara un analisis de los mismos.
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3. Produccion de bioetanol a partir del residuo del proceso de extraccion de
aceite de higuerilla.

La produccion de bioetanol a partir de la torta de higuerilla (residuos) ha sido objeto de
estudio por varios autores. Sin embargo, no se ha utilizado ninguno de los hongos a
trabajar en este trabajo para hidrolizar la torta. Es decir, no se ha hecho uso de Aspergillus
niger, Rhizopus spp. o Trichoderma spp. La torta de higuerilla requiere de un
pretratamiento de hidrdlisis, que se puede llevar a cabo de diferentes maneras. El primer
objetivo especifico se basa en encontrar la manera adecuada para la hidrdlisis enzimética
de forma en que se pueda obtener el mayor rendimiento. Los criterios seran la cantidad de
liquido obtenido luego de la fermentacién y su relacion en cuanto a su concentracién de
bioetanol.

Por lo tanto, el primer paso es el aislamiento de la cepa de los tres hongos y posteriormente
su réplica. Realizar el procedimiento de hidrolizado con cada uno, luego uno con los tres
microorganismos juntos y luego un reactor de control, sin ningin hongo en su interior, para
verificar entre otros parametros, que el proceso de hidrélisis ocurre gracias a la enzima
liberada por el hongo, y no por reacciones ajenas a esta.

3.1 Cultivo de las cepas de Aspergillus niger, Trichoderma spp. y Rhizopus
spp.

Gracias al cepario de hongos del CINBBYA, del cual se obtuvieron las cepas originales del
Aspergillus niger y de Trichoderma spp., no fue necesario recurrir a medidas para encontrar
el hongo. Sin embargo, Rhizopus spp., no se encontraba en el cepario por lo que fue
necesario buscar en ambientes en donde el hongo muestra crecimiento. El hongo
Rhizopus spp. muestra gran crecimiento en la fresa (Fragaria spp.) [37] por lo que se tomé
una muestra del microorganismo en una de estas frutas en estado de descompaosicion.

El cultivo de los hongos se formé con el medio malta agar. Se realizé cultivo de hongos en
cajas Petri, cada una con una adicion de entre 2,5% a un 3% en relacién v/v de la torta de
higuerilla por lo que fue necesario calcular la densidad de la torta. Esta adicion se realizo
con el fin de facilitar la adaptacién del microorganismo a un ambiente con torta de higuerilla.
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Figura 14 Fresa con Rhizopus spp.

Fuente: Project Noah

3.1.1 Método de adaptacion de hongo a medio con torta de Ricinus
communis

Para medir la densidad de la torta se utiliz6 el método para medir densidad de solidos
irregulares por desplazamiento de agua. Es decir, se aplico la ecuacion (Ec. 2) que expresa
gue la razén entre la masa y el volumen es igual a la densidad. Se utiliz6 como masa una
muestra de 2 gramos de torta de higuerilla, y el volumen fue calculado por diferencial de
volumenes asi:

Vtorta = Vfinal — Vinicial Ec. 1

Se midieron 5 mL de H20 destilada (vinicia), S€ le afadieron 2 gramos de torta y por
diferencial de volumenes se midié el volumen de la torta de higuerilla.

Figura 15 Diferencial de volumenes.

30
20
10

Initial Level ____ Final Level ____

Volume

Fuente: ScienceStruck

La prueba se realiz6 tres veces obteniendo los siguientes datos:
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Tabla 11 Datos de diferencial de volimenes

PRUEBA Volumen final [mL] Volumen de torta [mL]
1 6,7 1,7
2 6,7 1,7
3 6,8 1,8

Con valor de volumen de torta de 1,7333 mL, se calculé la densidad de la semilla por medio
de la razdn entre la masa y el volumen seleccionado para la prueba:

Mmuestra Ec. 2

dtorta =
Vtorta

Asi la densidad de la torta dio como resultado 1,1538 gramos por mililitro. Con este valor
se calculé cuanto debia ser la cantidad de torta afiadida a cada caja Petri, teniendo en
cuenta que hay aproximadamente 25 mL de medio por cada caja por lo que la relacién de
cuanta masa se debe afadir quedo de la siguiente manera:

Micp = Vep * [thp] * diorta Ec. 3
Teniendo que v, es el volumen en mililitro por caja Petri, [C.,] €s la concentracion de
torta por caja Petri expresada en valor numeérico, se tiene que:

Meep = 25 [ml] * 0,025 « 1,1538 [ 2] = 0,721125]g]

ml
Con esto y con el fin de mantener valores fijos, se calcul6 el mismo valor, pero con
concentracion del 3% y se promedio, para mantener adaptacion hacia un buen crecimiento
del hongo. Por lo tanto, se afiadié a cada caja Petri 0,8 gramos de torta de higuerilla.

Se prepararon un total de 30 cajas petri, de tal forma que se pudieran obtener 10 cajas por
hongo. Para afiadir la torta a las cajas petri, esta se pes6 en empaques de papel aluminio,
y en un recipiente de material similar cubierto con papel aluminio. Se pasé por autoclave
para garantizar que la torta afiadida a cada caja Petri estuviera desinfectada. Posterior al
proceso de autoclave del medio y de la torta, esta se afiadi6 a cada caja Petri y
consecutivamente el medio. El resultado de la caja es mostrado en la figura 16.

Luego de seleccionar la cepa original de Aspergillus niger, Trichoderma spp y Rhizopus
spp., se procedio al cultivo de estos, empezando por Trichoderma spp., pasando por
Rhizopus spp. y posteriormente Aspergillus niger. Se realizd siembra por técnica de
incorporacion con asa de punta recta de hongos filamentosos. Las cajas se introdujeron
en incubadora para garantizar temperatura 6ptima para su crecimiento que esta alrededor
de los 28°C. El periodo de crecimiento y adaptacion tardo alrededor de 3 semanas. Cabe
resaltar que no todas las cajas crecieron correctamente, pues el tiempo de adaptacion fue
distinto en todos los hongos.
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Figura 16 Caja petri con medio malta agar higuerilla

Fuente: Autores

Posteriormente se replicé de nuevo la siembra, esta vez con mayores consideraciones en
cuanto a la seguridad del cultivo. Se realizaron otras 30 cajas Petri, y se pudo observar
gue el crecimiento necesitd de menor tiempo. La hip6tesis mas acertada, es que el hongo
gue se tomd como original, es el mismo hongo ya adaptado al medio con contenido de
torta. Por lo tanto, su entorno de crecimiento, al ser de caracteristicas similares, facilité su
crecimiento.

3.2 Proceso de hidroélisis enziméatica de la torta de higuerilla (Ricinus
communis)

Para llegar a un proceso adecuado de hidrélisis enzimatica fue necesario realizar varias
pruebas preliminares, encontrando en cada una de ellas, nuevos factores a tener en
cuenta. Sin embargo, se muestra un proceso que se encontré adecuado, por factores que
favorecen el crecimiento del hongo, tales como cantidad de luz, salida de lixiviado, y que
se contara con ausencia de bacterias. En las primeras pruebas realizadas, se obtuvieron
resultados poco favorables, en donde se presentaba un olor fétido, producto de
contaminacioén de la torta. El tiempo de hidrélisis ademas tardaba alrededor de 15 dias y
no con los resultados esperados. Procesos como la inoculacién del hongo, o el lavado en
la etapa final, afectaban en gran manera estos procedimientos. No obstante, fue gracias a
estos resultados que se pudo llegar a un proceso adecuado.

3.2.1 Diseiio y pretratado de biorreactores y de torta de higuerilla (Ricinus
communis)

El proceso, al hacer uso de hongos filamentosos para el procedimiento de hidrélisis
enzimatica, debe garantizar un ambiente libre de bacterias. Es por esto que se debe hacer
un pretratado de cada biorreactor y de la torta de higuerilla.

El proceso de hidrélisis es un proceso independiente de reacciones caldricas o que
requieran de un disefio riguroso de biorreactores, por lo que en este proyecto solo se
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tomaron en cuenta, las necesidades basicas para que el microorganismo pueda crecer.
Esto hace referencia a flujo de aire, salida de lixiviados y ausencia de bacterias. El
recipiente se muestra en la figura 17.En pruebas realizadas previamente, el tamafio de la
torta causaba un taponamiento a la salida dispuesta para los lixiviados por lo que fue
necesario realizar unas barreras con una malla fina. Esta permite el paso del liquido, pero
no de los solidos suspendidos en el mismo. El biorreactor se esteriliz6 con agua destilada
a 100°C de tal forma que se pueda eliminar un gran nimero de bacterias presentes en el
biorreactor.

Figura 17 Biorreactor para hidrdlisis enzimatica.

Fuente: Autores

Figura 18 Esterilizacion de torta

Fuente: Autores

Cada biorreactor contenia 1000 gramos de torta de higuerilla, pero esta debié ser
pretratada para eliminar sus bacterias. Por lo tanto, se hirvidé en bafio de maria, de forma
tal que se garantizara la mayor esterilizacion de la torta.
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3.2.2 Inoculacion de hongos filamentosos en los biorreactores de hidrélisis

El procedimiento se realizé por medio del lavado de las cajas Petri seleccionadas, en total
7 por cada hongo filamentoso. Se prepararon 5 recipientes, cada uno con 1000 mL de
cloruro sodico al 85% y se pasaron por autoclave para su esterilizacién. Con este liquido
se realiz6 el lavado de las respectivas cajas Petri.

Al final se adicioné la torta a cada biorreactor y se le agregé 1000 mL de la solucion.
Posteriormente, se cubrié con papel aluminio para limitar la cantidad de luz que entraba a
los biorreactores, y mejorar su seguridad microbiana. Se le puso la entrada de aire con una
bomba de aire, cuyo flujo nominal es de 1.5 L/min. La cantidad de aire se suministrd en
jornadas de 12 horas para disminuir el consumo de energia. EI montaje del biorreactor se
puede evidenciar en la figura 19:

Figura 19 Montaje de biorreactor para la hidrdlisis enzimética.

Fuente: Autores

Para determinar la concentracion del inoculo, se realiz6 conteo microbiano en camara de
Neubauer tomando una muestra de 1 uL de cada solucién obtenida luego del lavado. El
método consiste en el conteo de las células de 5 reticulos (cuadros de la camara) indicados
por el procedimiento. Luego se debe calcular el promedio del conteo y por ultimo se aplica
la férmula que la técnica de conteo en camara de Neubauer sugiere.[41]

Los resultados se anexan en la siguiente tabla, junto con la ecuacién (Ec.4), por medio de
la cual, se calculé la concentracion:

#cel/ml = Cc 25+ 10000 Ec. 4

Siendo Cc el promedio de los 5 cuadros contados.
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Tabla 12 Concentracion de hongo en el in6culo de cada biorreactor de hidrélisis

HONGO Reticulo Promedio | Diluciones | Concentracion
1 |2 |3 ][4 ]5 [Cell/ml]
Aspergillus 7 |7 |5 |8 |11 7,6 1 1,9000E+07
niger
Trichoderma |32 |29 |31|23]| 27 28,4 0 7,1000E+06
sSpp
Rhizopus spp |42 |59 | 45| 35| 43,5 | 44,9 0 1,1225E+07

Lo que se observa en las casillas de reticulo en la tabla 12, es la cantidad de células en
cada reticulo. Antes de sellar con parafina cada reactor, se tomaron 6 gramos para realizar
mediciones de pH, glucosa y celulosa. Estas variables definen el tiempo adecuado para el
proceso de hidrdlisis.

3.2.3 Control del proceso de hidroélisis enzimética, mediciones de pH,
celulosay glucosa.

Para realizar la toma de datos, fue necesario hacer uso de la camara de seguridad
biolégica. Esto para que el ambiente en donde se abre el biorreactor se mantenga con
ausencia de bacterias necesarias y nho se contamine el biorreactor.

El control del proceso se realizé midiendo la celulosa y la glucosa presente en la torta. En
el dia 1 (dia del in6culo) se realiz6 la primera medicién de control tanto de glucosa como
de celulosa. Posteriormente se realizaron medidas cada 3 dias, para las 3 variables de
cada reactor. Se determind la celulosa por el método de Kurschner y Hoffer [42]. Se tomd
un gramo de materia anhidra, se colocé en un matraz, se le afadié 20 mL de etanol y 5
mL de &cido nitrico concentrado. EI montaje para medicién de la celulosa se sugiere como
en la figura 20.
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Figura 20 Montaje para medicion de celulosa por el método de Kurschner y Hoffer.

T
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e

Fuente: Autoes

Se hirvié en bafio Maria a reflujo durante 30 minutos. La solucién se pasé por un filtro
Gooch de porosidad media y peso conocido como el que se muestra en la figura 21.

Figura 21 Filtro Gooch de porosidad media.

Fuente: Autores

El sélido se someti6 a una segunda digestién con 20 mL de etanol y 5 mL de &cido nitrico
durante 30 minutos. Luego de esto, se realizdO una decantacion como en el proceso
anterior. El liquido de residuo se desechd, aislandose en recipientes de vidrio y con tapa
cerrada, pues no se puede arrojar el material a cafieria debido a su alto riesgo de
contaminacién. Su tratamiento, fue encargado a entidades correspondientes.

Se realizé una tercera digestion con 100 mL de agua destilada por una hora. La muestra
se filtr6 en el Gooch, se lavé con agua destilada caliente y posteriormente con 100 mL de
solucién saturada de acetato de sodio. Por ultimo, con 250 mL de agua destilada caliente.
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El filtro Gooch con el residuo se paso por horno eléctrico a una temperatura de 105 + 3°C,
para luego enfriar en un desecador de cristal sobre silica gel y finalmente pesarse [42]. El
proceso de digestion vy filtrado tarda alrededor de 4 horas. La figura 22 muestra el filtro
Gooch luego del proceso, y el peso final del mismo:

Figura 22 Filtro Gooch luego de medicion de celulosa.

Fuente: Autores

El porcentaje de celulosa se calcula con la siguiente relacion:
Celulosa [%] = Ppﬁ * 100 Ec. 5
Q

Donde Py es el peso seco del residuo [g] y P, es el peso anhidro de la muestra [g]. Como
ejemplo de célculo se realizara el de una muestra de torta, sin ningun tipo de tratamiento
de hidrolisis. Esto para demostrar ademas el contenido celulésico de la torta de forma
experimental. El peso inicial del filtro Gooch como se muestra en la figura 21 fue de 30,2248
gramos. El peso final como se muestra en la figura 22 es de 30,8232 gramos Teniendo asi
gue el peso seco del residuo es la diferencia entre estos dos valores[42]. El peso anhidro
de la muestra es de 1 gramo, dando un valor de porcentaje de celulosa:

30,8232 — 30,2248
Celulosa [%] = ( 1191 ) 9] * 100 = 59,84%

Con este valor no solo de demuestra la cantidad de celulosa que contiene la torta, sino que
también concuerda con los datos mostrados en el marco tedrico del presente proyecto.

Para medir la glucosa libre se utiliz6 método de espectrofotometria. Para esto fue
necesario hacer uso del paquete de reactivos para medicién de glucosa. Se siguieron las
instrucciones para uso del reactivo que sugiere el proveedor del paquete de reactivos
(BioSystems).[43]
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Para calcular la glucosa se necesité de tubos de ensayo, espectrofotobmetro, pipetas
automaticas para toma de muestras pequefias, y pipetas de 5 mL para tomar muestras de
reactivo.

Primero es necesario realizar calibracién del espectrofotdmetro. Se deben tomar 3 mL de
reactivo y ponerlos en tubos de ensayo. Se deben tomar 2 tubos de ensayo y agregar 3
mL de reactivo a cada uno. Solo a uno se le agrega 30 ul del patrén y otro con solo los 3
mL de reactivo que se conocera como blanco. Posteriormente se pasa la muestra blanco
por el espectrofotdmetro. Esto para configurar el punto O de espectrofotometria, es decir
una solucion libre de glucosa.[43] El patrén y la muestra blanco se muestran en la figura
23.

Figura 23 De izquierda a derecha, muestra patrén y muestra blanco.

Fuente: Autores

Luego de configurado el punto 0, se pasa la muestra del patrén y su valor hara referencia
a una solucion con un contenido de 100 mg/dL glucosa. El valor de espectrometria dio de
0.500 nm. Para medir la glucosa libre hay en la torta se debe tomar una muestra de 5
gramos, se le afiaden 25 mL de agua destilada y se agita mecanicamente durante 30
minutos. La muestra se pasa por papel filtro. [44] Se toma 30 uL de la muestra filtrada y se
agrega al tubo de ensayo con 3 mL de reactivo de glucosa. Se agita el tubo de ensayo y
se deja actuar durante 10 minutos. Posteriormente se pasa la muestra por el
espectrofotémetro. Al igual que con la celulosa, se realizé este procedimiento con la torta
sin ningun procedimiento de hidrélisis para determinar la concentracion inicial de glucosa
libre.

Para calcular el porcentaje de celulosa se utiliza la siguiente ecuacion:

A [nm]
C = 5 Coestra B B 6 [43
muestra patron Apatron [nm] [ ]
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Entiéndase como Cyyeser COMO la concentracion de glucosa de la muestra, Cy,qtron COMO
la concentracion del patrén siendo de 100%; A,,uestre COMO la absorbancia de la muestra
Y Apatron COMO la absorbancia del patron siendo esta Gltima de 500 nm. Asi, y tomando
como ejemplo la absorbancia de una muestra sin ningan tratamiento, la concentracion se
calcula de la siguiente manera:

0,005[nm]

Crmuestra = 100% * W

0,005 nm equivale a la absorbancia de la muestra sin tratamiento alguno.

El pH se midié por medio del kit de tiras de pH. Esta medida va de la mano con la toma de
datos de glucosa, pues se mide pH con la solucion que se forma luego de los 30 minutos
de agitacion. Para realizar la medicion simplemente se introduce una tira medidora de pH,
y se deja actuar por 10 segundos. Posteriormente se analiza el color y se compara con la
escala que tiene el empaque del kit para determinar el grado de acidez de la muestra. [43]

3.2.4 Lavado del biorreactor y obtencién de jugo rico en azucar libre
(glucosa)

Después de obtener la glucosa libre, se procedié a realizar el lavado de la torta de cada
biorreactor. Se prepararon 5 litros de solucion salina que fueron pasados por autoclave.
Seguidamente el biorreactor de hidrolisis se abrié en un area estéril por mecheros de
laboratorio, y se le administrd 1 litro de solucién salina a cada biorreactor.

El lavado se realiz6 de forma manual, es decir, agitando de forma suave la torta contenida
en el biorreactor para que se pudiera obtener el mayor jugo de la torta ya hidrolizada. Cabe
resaltar que todos los instrumentos utilizados para este procedimiento estaban
debidamente estériles. El jugo procedente de cada reactor se introdujo en otros recipientes,
gue, junto con la adicibn de levadura ya activada, funcionaron como recipiente
fermentador.

3.3 Proceso de fermentacion con levadura del género Saccharomyces
cerevisiae

El primer paso fue activar la levadura. Esta activacion se realizé por medio de agitacion
mecénica con un flujo de aire de 1.5 L/min. Se utiliz6 levadura seca instantanea dulce
comercial marca Fleischman. Se sugiere que, para preparar 1000 ml de solucién con
levadura, se deben utilizar 17 gramos de levadura, sin embargo, se prepararon 800 ml de
agua destilada estéril y se le afadieron 13,6 gramos de levadura Saccharomyces
cerevisiae. Esto se adicion6 a un recipiente que se esterilizd previamente con agua a
temperatura ambiente y se le puso el flujo de aire para iniciar la activacion. La fermentacion,
debe ser una fermentacion de tipo anaerobia, esto para que las reacciones sean de una
fermentacion alcohdlica.
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3.3.1 Activacién de lalevadura del género Saccharomyces cerevisiae.

La activacion de la levadura se determind por la concentracion de células presentes en
una muestra aleatoria. Es por esto que se aplic6 contenido microbiano en camara de
Neubauer todos los dias en un periodo de 24 horas para determinar el tiempo de activacion
de la levadura y la forma en que esta ocurria. Se tom6 una muestra de 10 uly se pusieron
en la camara de Neubauer para su posterior conteo. Sin embargo, se observé que habia
una gran cantidad de células presentes por lo que fue necesario realizar diluciones con 90
ul de agua destilada.

3.3.2 Adicion de levadura activada a jugo rico en azucar libre (glucosa)

Luego de obtener el jugo rico en glucosa y ponerlo en recipientes estériles, se les adiciono
250 ml de solucién con levadura activada. Y posteriormente se selld y se dejo reaccionar
durante 4 dias.

Para determinar el tiempo de reaccion se tomd una muestra de la soluciéon en cada
fermentador y se pasoé por papel filtro. A esta muestra se le aplico la técnica de medicion
de glucosa y cuando la cantidad de glucosa hubiera disminuido lo suficiente, se pasé al
proceso de destilacion.

3.4 Proceso de destilacién de soluciéon post- fermentacion

Para el proceso de destilacion se realiz6 un montaje en el laboratorio como el que se
muestra en la figura 24, en donde se tiene un matraz que lleva en su interior bolas de gel
silica para disminuir la formacién de espuma, una trampa de vapor que conecta el
condensador y el matraz, un termémetro que permita verificar la temperatura de los
vapores en la trampa. La temperatura manejada de los vapores debia rondar los 80°C esto
debido a que esta es la temperatura de evaporacion del etanol, y teniendo en cuenta que
el objetivo era obtener bioetanol y no agua u otros productos que se obtienen a
temperaturas mayores.
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Figura 24 Montaje de destilacion

Fuente: Autores.

Para determinar por cuanto tiempo se iba a destilar, se realizé un conteo de la frecuencia
a la que salia liquido destilado. Cuando esta frecuencia estuviera muy alejada de la inicial,
es decir, que salga menos liquido destilado, se detendra el proceso de destilacion. Esto
porque si la frecuencia de goteo del destilador en gotas por minuto es muy baja con
respecto a la inicial, da a entender que la concentracion de bioetanol en el liquido post-
fermentador es baja. Por lo tanto, no tiene sentido continuar con el proceso de destilacién.

3.5 Medicion de concentracién de etanol en producto destilado

La concentracion de destilado se midié bajo lineamientos de la norma NTC 336 grasas y
aceites animales y vegetales. Método de la determinacion de la densidad (masa por
volumen convencional). Esta norma es equivalente a la ISO 6883:2000[45].

El primer paso fue la calibracion del picnédmetro. Como no se conoce el coeficiente medio
de expansion cubica, es necesario realizar calibracién a temperaturas cercanas a los 20 y
a los 60°C. Primero se debe pesar el picndmetro con su tapon esmerilado, limpio y seco.
Se toma la medida y posteriormente se llena con agua destilada a 20°C. Se lleva a bafio
de agua durante 60 minutos. Posteriormente se registra la temperatura del picnémetro y
se pesa el picnébmetro lleno con el tapon esmerilado. Como el valor del coeficiente medio
de expansion cubica y es desconocido, se repite el mismo procedimiento, esta vez con
una temperatura cercana a los 60°C.[45]

Se utiliza la ecuaciéon para calcular el volumen del picnémetro a la temperatura de
calibracion 6, que sugiere la NTC 336. [45]

mqi—m,
v, =M e 7
Pw
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Donde v, es el volumen del picnémetro a la temperatura de calibracién 6,.; m; es la masa
del picnémetro lleno con agua en gramos; m, es la masa del picnédmetro vacio en gramos
Yy pw €s la densidad del agua en gramos por mililitros, a la temperatura 6, de calibracion
(se tomé de la tabla 1 de la norma NTC 336). El coeficiente medio de expansion cubica
del picnédmetro se calculé por medio de la siguiente ecuacion:

Ve Ve
], — 2 1

=—2 "1 Fc. 8
Ve, (62—61)

Donde y es el coeficiente medio de expansién cubica del picnémetro de vidrio, en grado
Celsius a la potencia menos uno; V;, es el volumen en mililitros del picnémetro a la

temperatura de calibracion 6,; V. es el volumen en mililitros del picndmetro a la

temperatura de calibracién 6,; 0, es la temperatura cercana a 20°C a la cual el picnémetro
fue calibrado, en grados Celsius; 8, es la temperatura cercana a 60°C a la cual el
picnémetro fue calibrado, en grados Celsius.[45]

Este valor sirve para determinar el volumen del picnbmetro a temperaturas desconocidas.
La ecuacion para determinar ese volumen es la siguiente:

vg =v.[1+y(0;—6.)] Ec. 9

Donde v,; es el volumen en mililitros del picnémetro a la temperatura 6,; que es la
temperatura a la cual se desea conocer el volumen del picnédmetro, en grado Celsius. La
densidad de la muestra, en este caso la de destilado se calculé por medio de la siguiente
ecuacion:

pg = m%dmw k(64 — 6) Ec. 10

Donde py es el valor de la densidad en gramos por mililitro; m5 es la masa en gramos del
picnémetro lleno con la muestra de ensayo a temperatura 8. Como se desconoce el valor
de k que es el cambio medio de densidad del etanol, la temperatura 6 de la muestra y la
temperatura 6, de determinacion de volumen del picnédmetro, deben ser iguales.

Posteriormente el valor de densidad es comparado con la tabla del anexo 1 en donde se
muestra la concentracién de etanol en una muestra, en funciéon de la densidad. Esta tabla
fue tomada de LD Didactic GmbH.[46]

3.6 Reéplica del proceso de produccion de bioetanol

Para simular el proceso es necesario realizar réplicas de la produccion de bioetanol. Sin
embargo, hay que resaltar que se contaron con inconvenientes para el proceso de réplica,
pues el crecimiento de los microorganismos se vio lleno de inconvenientes debido a
problemas en la incubadora del laboratorio. Como resultado, la contaminacién de los
medios de cultivo. Sin embargo, se lograron obtener las cajas petri necesarias para replicar
el proceso de produccion.
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Se replicoé el proceso de produccion por la via de hidrélisis enzimética por medio de
Aspergillus niger 1 vez y 2 veces por medio de hidrdlisis via Trichoderma spp. Esto debido
a que Trichoderma spp. Mostré la mayor concentracion de glucosa registrada en todas las
mediciones realizadas, y en el menor tiempo, por lo que la eficiencia es mayor (Véase
Gréfica 10). La metodologia para su proceso de produccion fue buscando la mayor similitud
en cuanto al proceso de inoculacion y de produccién via fermentativa, esta vez, teniendo
en cuenta los detalles de tiempo de hidrélisis y de fermentacion.

3.6.1 Replica (I) por hidrélisis enzimatica de Trichoderma spp.

Para el proceso de hidrolisis se siguié la misma metodologia descrita en el apartado 3.2.
Se diferencid la medicién de la concentracion de glucosa cada 24 horas y, de celulosa al
inicio y al final del proceso de hidrdlisis. Al tratarse de microorganismos es complicado
manejar la misma concentraciéon de inoculo que se aprecia en la tabla 12, pues la
concentracion asi se realice con la misma cantidad de liquido de lavado o de cajas petri,
no depende de estas variables, sino de otros factores, ya que se trata de microorganismos
con vida propia que tienen crecimiento impredecible. Es por esto, que teniendo en cuenta
la concentraciéon de inoculo de Trichoderma spp. de 7.10E+6 células por mililitro, se tuvo
un margen de + 1E+6 [Cell/mL], partiendo de la misma cantidad de cajas petri.

Los métodos para la medicion de las variables fueron las mismas descritas en el apartado
3.2, tanto para glucosa como para celulosa. El periodo de hidrdlisis fue realizado teniendo
en cuenta que para la prueba anterior después de pasados 4 dias, la concentracién de
glucosa habia llegado a su punto pico. Es decir, el periodo de hidrdlisis debia ser de
maximo 6 dias.

En busqueda de la uniformidad del proceso, el lavado se realizé segun el apartado 3.2.4
usando 1 litro de solucion salina con concentracion del 85%, y bajo la misma metodologia.

3.6.2 Réplica (Il) por accién enzimética de Trichoderma spp.

Al igual que en la réplica (I) de Trichoderma spp., los métodos de medicion de celulosa 'y
glucosa son los mismos descritos en el apartado 3.2.

El dia de inoculacién (dia 0) y el dia 1 se tomaron mediciones de celulosa y glucosa; debido
aque el dia 1 fue viernes y por limitantes en la disponibilidad del laboratorio los dias sdbado
y domingo no se realizaron mediciones esos dias. El dia 4 se realiz6 solo medicion de
glucosa. El dia 5 se realizaron las Gltimas mediciones de celulosa y glucosa debido a que
el reactor se contamino; el dia 6, el cual debi6 ser el dia de lavado, si se toma en cuenta
el comportamiento de Trichoderma spp. en la réplica (1), no se aplic6 ya que el reactor
presentaba altos signos de putrefaccion y por ende se descarto.

Esta replica se realizé con la misma cantidad de cajas Petri (7) para tratar de mantener
condiciones similares a las de la inoculacion descrita en el apartado 3.2.2.
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3.6.3 Réplica (lll) por hidrélisis enzimatica de Aspergillus niger

La hidrdlisis enzimética producto de Aspergillus niger es mas lenta, seguin se comprobd6 en
los resultados del proceso por este microrganismo. Por lo tanto, se realiz6 medicion de
glucosa en el dia 2 que fue un viernes y el lunes por efectos de disponibilidad de
laboratorio. Conociendo que se llegé a un punto alto de concentracion de glucosa pasados
7 dias en la primera prueba realizada, se realizaron mediciones con un periodo de 48
horas. Esto, buscando obtener el punto éptimo para el lavado del biorreactor. De igual
manera para la concentracion se realiz6 el lavado con 7 cajas Petri de hongo ya maduro,
es decir, buscando una concentracion similar. En cuanto a la celulosa, se midi6 su
concentracion en el dia 0 (dia de inoculo) y dia 7(dia de lavado).

Los métodos para medicion de celulosa y glucosa son las mismas descritas en el apartado
3.2. El lavado se realizé de la manera descrita en el apartado 3.6.1.

3.6.4 Réplica de proceso de fermentacién

Como en el apartado 3.3 para llevar a cabo el proceso de fermentacién, es necesario
realizar la activacion de la levadura, y adicionar a los fermentadores. El proceso se llevo a
cabo con las mismas caracteristicas, a diferencia que la levadura se activo hasta que se
obtuvo una concentracién en un punto éptimo. Es decir, en la activacion pasada de la
levadura se observo el comportamiento de la concentracion en su periodo de activacion,
dando como resultado un pico pasadas las 72 horas de la preparacion del jugo
fermentativo(ver grafica 11). Tomando este periodo de activacion como referencia, se dejé
activar por este mismo tiempo, y se detuvo la activacién, llevandose a temperaturas por
debajo de 10°C para mantener esos niveles de concentracion. La cantidad de levadura
agregada fue de 200 mL a cada jugo post hidrélisis, para asi iniciar el proceso de
fermentacion.

En estas replicas se mejor6 el proceso de fermentaciéon llevandose a un punto de
temperatura éptimo de 37°C [47]. El tiempo de residencia del fermentador en la incubadora
fue de 4 dias.

3.6.5 Réplica del proceso de destilacion

Como resultados del proceso de destilacion se obtuvo un periodo de destilacion de 4 horas,
hasta donde su frecuencia de destilado disminuia notablemente, por lo que este periodo
es el que se tuvo en cuenta para la destilacion del liquido post-fermentacion.

Las mediciones de densidad y de la concentracion de etanol fueron realizadas de la misma
manera que se plantea en el apartado 3.5.
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3.7 Andlisis elemental de residuo solido post hidrélisis

Este andlisis se desarrollé con el fin de buscar que el residuo pueda funcionar como posible
abono luego de un tratamiento. Es por esto que se realiz6 el andlisis elemental, siguiendo
los requerimientos para que un compuesto solido organico sea considerado como abono
organico segun la norma NTC 5167 [48]. Entre los criterios que la norma exige, esté el
contenido de carbono orgénico total (minimo 15%), N, P.Os y K;O totales (declararlos si
cada uno es mayor de 1%). [48]

3.7.1 Analisis de carbono organico total

Para este andlisis se siguieron los pasos descritos por medio de la NTC 5403 para
determinar la cantidad de carbono organico. El método utilizado fue el método de oxidacion
hameda que alli se describe.[49] La muestra es digerida por dicromato de potasio (K2Cr.07)
y &cido sulfarico (H.SO4) para oxidar el carbono organico presente:

2K,Cry0, + 8H,50, — 2C15(S0,)s + 8H,0 + 30, + 2K,Cr,0,

El dicromato de potasio se oxida en medio acido, en este caso el 4cido sulflrico (H2S0.,),
la cantidad gastada en la oxidacién de la materia organica formada en el proceso Crz(SO4)s3
y oxigeno que reacciona, oxidando el carbono de la materia organica

C+0,-CO,
Los reactivos utilizados para realizar esta medicién son los siguientes:

» Solucién estandar de dicromato de potasio (K2Cr.O7)

= 250 mL de agua destilada

= Acido sulfarico (H.SO4) concentrado

= (0.25 gramos de la muestra
Primero se tomaron 0.25 gramos de muestra (residuo solido post hidrélisis) previamente
secada en un horno durante una hora a temperatura de +40°C y se trituraron en un mortero
de laboratorio. Posteriormente se agregaron 250 mL de agua destilada a un recipiente con
tapa, y se le adicion6 5 mL de solucion estandar de dicromato de potasio. Se dejo reposar
por 5 minutos y posteriormente se le agregd los 0.25 gramos de muestra. Se agito
décilmente y se le adicionaron 10 mL de &cido sulfdrico. Se agito suavemente durante 30
segundos y se dej6é reposar por 16 horas. Posteriormente se tom6 una muestra de la
solucion sobrenadante, y se paso por las celdas foto-colorimétricas para posteriormente
medir su concentracién en el espectrofotémetro con longitud de onda de 585 nm.[49]

3.7.2 Analisis de fosforo total

El fundamento del método segun el fabricante del kit es el siguiente:



36  Produccion de bioetanol a partir del residuo del proceso de extraccion de aceite
de higuerilla (Ricinus communis) y analisis de sus impactos ambientales

“Este método se basa en que, dentro de una solucion sulftrica, los iones ortofosfato
reaccionan con los iones molibdato para formar acido molibdofosférico. El acido ascorbico
reduce esto a fosfomolibdeno Azul (PMB) que se determina fotométricamente. El método
es analogo a EPA 365.2 + 3, APHA 4500-P E y DIN EN I1SO 6878” [50].

Los reactivos que se utilizaron fueron los siguientes:

= Reactivo del kit P-1K

= Reactivo del kit P-2K

= Reactivo del kit P-3K
Adicionalmente se necesita un casquillo verde medidor de dosis para el reactivo P-1K y un
casquillo azul medidor de dosis para el reactivo P-3K.

Inicialmente se toma una muestra de 1ml y se le adiciona 1 dosis del reactivo P-1K y se
calienta a 120 °C por 30 minutos. Posteriormente se toma la muestra y se le agrega 5 gotas
del reactivo P-2K y una dosis del reactivo P-3K, se agita y se deja reaccionar por 5 minutos.
Se debe tener en cuenta que si la medicion supera los 25.0 mg/l de PO, — P se necesita
realizar una dilucién agua destilada, ademas el pH debe estar entre 0,8 y 0,95.

3.7.3 Analisis de potasio total

El fundamento del método segun el fabricante del kit es el siguiente:

“El método utilizado es el turbidimétrico el cual se basa en que, en una solucién alcalina,
los iones de potasio reaccionan con Kalignost® (tetrafenilborato de sodio) para formar un
precipitado ligeramente soluble. La turbidez resultante se mide en el fotbmetro” [51].

Los reactivos gue se usan son:

= Reactivo del kit K-1K

» Reactivo del kit K-2K
El procedimiento cambia segun el catalogo utilizado. Segun el catdlogo 114562,
inicialmente se toma una muestra de 2 ml a la cual se le adiciona 6 gotas de reactivo K-1K
y una micro cucharada de reactivo K-2K, posteriormente se agita la mezcla y se deja
reaccionar por 5 minutos. El procedimiento segun el catalogo 100615 es practicamente el
mismo, solo varia en que la muestra debe ser de 0,5 ml. Si la medicién pasa del rango de
medicién de cualquier catdlogo, se requiere realizar una dilucién con agua destilada,
ademaés el pH de la muestra debe estar entre 10y 11,5.

3.7.4 Analisis de nitr6geno total

El fundamento del método segun el fabricante del kit es el siguiente:

“Los compuestos organicos e inorganicos de nitrégeno se transforman en nitratos. Por el
método de Koroleff por tratamiento de un oxidante como termorreactor. Estos nitratos en
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solucion sulfarica concentrada forman con un derivado de &acido benzoico un
nitrocompuesto rojo que se determina en fotometro.” [52]

La disgregacion es analoga en DIN EN ISO 11905-1. Los reactivos utilizados para realizar
esta medicién son los siguientes:

» Reactivo del kit N-1K

= Reactivo del kit N-2K

= Reactivo del kit N-3K

= Cubeta de reaccion del kit

= 1 mL de muestra preparada

* 9 mL de agua destilada
Para la disgregacion se prepararon muestras liquidas del residuo post hidrélisis. Se tomo
1 mL de esta, y junto con 9 mL de agua destilada, se pipete6 en una cubeta vacia y se
agité. Luego se le afiadi6 una microcucharada del reactivo N-1K y se mezclé.
Posteriormente se le agregaron 6 mL del reactivo N-2K y se mezcld. Luego se calenté la
cubeta durante 1 hora a 120°C en un termorreactor precalentado. Se dejo enfriar a
temperatura ambiente en un soporte de tubos de ensayo, se dejé reposar para luego tomar
una muestra. [52]

Para la muestra de medicion se tomo una cubeta de reaccion del kit y se le agregd 1 micro
cucharada del reactivo N-3K. Se le agreg6 1 mL de la muestra disgregada y enfriada. Se
dejé en reposo por 10 minutos y se mide en el fotbmetro. La imagen de las cubetas de
reaccion (medicion para N, Ky P) y el tubo de ensayo con la muestra sobrenadante de la
medicion del COT esté en la siguiente imagen:

Figura 25 De izquierda a derecha: tubo de ensayo con muestra sobrenadante (medicion
de COT), cubeta de reaccién para nitrdgeno, cubeta de reaccién para fosfatos y cubeta
de reaccion para potasio.

. s |

Fuente: Autores.
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3.8 Andlisis de cromatografia

Este andlisis fue patrocinado por el CINBBYA y se realizé en el centro integrado de
laboratorios de ingenieria quimica de la UIS (CILIQ). La muestra se sometié a
centrifugacion durante 15 minutos a 5500 rpm en una centrifuga marca Thermo, modelo
Heraus Megafuge 16, luego se paso a través de filtros jeringa de 0.45 pm hasta tener
0.9mL; al sobrenadante filtrado. Esta se sometié a centrifugacion nuevamente bajo las
mismas condiciones y el sobrenadante resultante se llevo para analisis GC/FID.

Para observar las condiciones cromatogréficas, patrones, el reporte de resultados y
cromatogramas entregados por el laboratorio, ver anexo 5.
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4. Resultados de produccién de bioetanol
Los resultados se presentan en el orden en el que la metodologia fue planteada.

4.1 Resultados del cultivo de Aspergillus niger, Trichoderma spp.y
Rhizopus spp.

Luego de que se realizara el aislamiento de la cepa y el proceso de siembre en cajas con
contenido de torta, todos los hongos crecieron de forma satisfactoria.

Trichoderma spp. tiene caracteristicas muy similares a las normales en un medio malta
agar. Luego de 11 dias se observaron caracteristicas macroscoépicas satisfactorias,
buscando como resultado una correcta adaptacion del hongo. Ademas, se observa un
micelio blanco en las cajas que puede deberse a la digestion del hongo y a su
adaptabilidad. En cuanto a su forma microscépica, las imagenes dan peso para afirmar
gue es una cepa de Trichoderma spp.

Figura 26 Imagen microscopica de hongo Trichoderma spp.

Fuente: Autores

Rhizopus spp. muestra buen crecimiento pasados 10 dias de la siembra, sus
caracteristicas macroscopicas revelan a un hongo adaptado. Se logra ver las fibras del
hongo, y en sus puntas unos cabezales negros similares a los del Rhizopus spp. original,
del cual se realiz6 la siembra. La exploracion a nivel micro muestra la forma del Rhizopus
segun fuentes bibliogréficas. [37]-[39]
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Figura 27 Imagen microscépica de hongo Rhizopus spp.

Fuente: Autores

Aspergillus niger no daba muestras de adaptacion sino hasta los 15 dias pasados después
de la siembra. En sus primeros dias mostraba una capa blanca en toda la caja Petri, y no
el crecimiento natural de color negro que tiene este hongo por sus caracteristicas. Sin
embargo, el hongo se logr6 adaptar, ya que mostrd caracteristicas macroscoépicas
similares a la cepa original.
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Figura 28 Imagen microscépica de hongo Aspergillus niger.

Fuente: Autores

Color de micelio negro y reverso de la colonia en forma de tela gamuzada de color gris-
amarillento. A nivel microscépico, los conidios son semejantes a los de la cepa original.
Con esto, se puede concluir la adaptacion de los tres hongos. El resumen del crecimiento
en el periodo de adaptacién de muestra en la tabla 13:

Tabla 13 Detalles de adaptacién de hongos filamentosos a medio de cultivo con torta de
higuerilla

HONGO TIEMPO DE PROCESO DE ADAPTACION Y
ADAPTACION CARACTERISTICAS
[DIAS]

Trichoderma spp. 11 Micelio blanco en sus primeros dias: color

verde, original de su especie. A nivel
microscépico se pueden observar sus
fibras.

Rhizopus spp. 10 Cepa similar a la cepa original. Mostré gran
adaptabilidad, siendo el hongo con menor
tiempo requerido para su maduro
crecimiento. A nivel microscépico se
observan las esporas y la forma
caracteristica de este hongo.

Aspergillus niger 15 Fue el hongo que mayor tiempo tomo en
crecer. En sus primeros dias, mostré una
capa blanca particulares de su periodo de
crecimiento. Posteriormente, adquirié su
color negro y su reverso en forma de color
gris amarillento. A nivel microscépico se
observan esporas de Aspergillus niger.
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Cuando se realiz6 la siembra del hongo ya adaptado, se pudo observar que el crecimiento
necesitdé de menor tiempo. La hipotesis propuesta se basa en que el hongo que se tomo
como original es el mismo hongo ya adaptado al medio con contenido de torta. Luego de
pasados ocho dias todos los hongos habian crecido bien, mostrando caracteristicas
similares a su cepa original.

4.2 Resultados del proceso de hidrélisis enzimatica de la torta de higuerilla
(Ricinus communis)

Los resultados de este proceso se muestran segun la variacion de la glucosa y de la
celulosa como pardmetros que definen la evolucion del proceso.

4.2.1 Resultados de hidroélisis enzimética por accion del Trichoderma spp.

Los resultados correspondientes a la hidrélisis por la accion del Trichoderma spp., arrojo
los siguientes resultados:

Tabla 14 Resultados de prueba 1 de hidrdlisis enzimética por Trichoderma spp.

Dia pH Absorbancia | % de | Peso filtro | Peso filtro | % de
Glucosa | Gooch [g] | Gooch [g] | Celulosa
inicial final
0 7 0,004 0,8 30,1444 30,6152 47,08
3 6 0,055 11 30,2822 30,4156 13,34
7 6,5 0,02 4 30,1486 30,2807 13,21

En la tabla 14 se puede observar como el pH se mantuvo por debajo de 7. Esto ocurre
porque Trichoderma spp. crece en ambientes acidos, demostrando asi que, desde el punto
de vista del pH, el microorganismo creci6 correctamente. Para analizar el comportamiento
de la glucosa se tiene la grafica 1 en donde se muestra el comportamiento de esta variable
con respecto al tiempo:



Resultados de produccion de bioetanol 43

Grafica 1 Concentracion de glucosa vs tiempo, hidrolisis por Trichoderma spp.
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Fuente: Autores

En la grafica se observa como en el dia 3 llega a su pico de concentracion. Tedricamente
se conoce que, el proceso de hidrdlisis ocurre hasta un punto pico, en donde seguidamente
su cantidad de este azlcar simple comienza a disminuir por efectos de glucolisis. Es
probable que entre los dias 3 y 7, la glucosa haya aumentado. Sin embargo, por efectos
de medida y tiempo, no es posible asegurar que la celulosa pudo aumentar o disminuir en
este periodo. No obstante, se agregdé como linea de tendencia una grafica polinémica de
orden 2, una ecuacion que permita obtener el comportamiento a una parédbola similar. Cabe
resaltar que, el comportamiento no es descrito por una ecuacién de segundo orden sino
hasta el periodo en que esta logra una estabilizacién. Es decir, por bibliografia se conoce
gue luego del proceso de glucolisis, esta comienza a adoptar un comportamiento constante
cuando llega a un minimo de concentracién de glucosa. [53] Para complementar este
comportamiento es necesario revisar la grafica 2 en donde se muestra el comportamiento
de la celulosa en funcion del tiempo.

La concentracion de celulosa disminuy6 drasticamente a la que habia en el dia 0 (dia de
inoculacion). Esto sefala que efectivamente la enzima liberada por el hongo Trichoderma
spp., reaccion6 con las cadenas complejas de celulosa, produciendo a su paso glucosa
libre. En la grafica 3 se observa el comportamiento de la concentracion de glucosa con
respecto a la concentracion de celulosa.
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Gréfica 2 Concentracion de celulosa vs tiempo, hidrélisis por Trichoderma spp.
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Fuente: Autores

En la gréfica 3, comparando la celulosa con la glucosa, es posible observar como mientras
una aumenta su concentracioén (glucosa), la celulosa disminuye su valor, lo que da a
entender la reaccion que esta ocurriendo dentro del biorreactor de hidrélisis.

Grafica 3 Concentracion de glucosa y celulosa vs tiempo, hidrélisis por Trichoderma spp.
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Fuente: Autores

4.2.2 Resultados de la hidrélisis enzimatica por accion de Rhizopus spp.

Los resultados correspondientes a la hidrélisis por la accion del Rhizopus spp., proporciond
los siguientes resultados:
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Tabla 15 Resultados de prueba 1 de hidrdlisis enzimatica por Rhizopus spp.

Dia pH Absorbancia | % de | Peso filtro | Peso filtro | % de
Glucosa | Gooch [g] | Gooch [g] | celulosa
inicial final
0 7 0,005 1 29,9305 30,4888 55,83
4 6 0,05 10 30,9872 31,1345 14,73
6 6 0,03 6 29,9305 30,0479 11,74

En los resultados se observa como en las mediciones de pH, este mostré un medio acido,
sin embargo, no muy alejado de lo normal. La acidez para que este hongo crezca de forma
correcta ronda los 5,5 a los 6,5 en grado de acidez, por lo que da a entender que tiene un
pH que favorece su crecimiento. En la grafica 4 se puede observar el comportamiento del
% de glucosa en funcién del tiempo:

Grafica 4 Concentracion de glucosa vs tiempo, hidrélisis por Rhizopus spp.
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En la gréfica es posible observar como la glucosa eleva su concentracién hasta llegar a un
pico cercano al 10 %, el cual fue medido al cuarto dia luego de haber puesto en marcha la
hidrélisis enzimatica. Luego es posible observar una caida que en el dia 6 arroj6 datos
menores de concentracion.

Esta prueba tiene mayor periodo en la segunda medicién que las otras dos y, menos
tiempo en la medicién numero 3, es decir, en el dia 6. Esto por efecto del tiempo que
requiere cada medicion y la distribucion que debia hacerse con los demas biorreactores.
No se puede afirmar si la glucosa alcanzé valores méas altos de concentracion durante
tiempo mayor o menor, pues a pesar de que se grafic6 una parabola de orden 2, el
comportamiento es impredecible. Esto, debido a que depende netamente del crecimiento
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del microorganismo. Para complementar este comportamiento se afiade la gréafica 5 en
donde se muestra el comportamiento de la celulosa en funcion del tiempo.

La concentracién de celulosa pas6 de ser en el dia 0 (dia de inoculacién) de 55,83 a
disminuir a 14,73 % en el dia 4y a 11,74% en el dia 6. Es decir, confirma que la hidrélisis
ocurrié, y esto se verifica segiin el comportamiento de la celulosa. El periodo de adaptacion
fue, ademas, exitoso. Pues en pruebas hechas anteriormente, el proceso de hidrdlisis
tardaba alrededor de 15 dias.

Luego de que el hongo inoculado, creciera en un ambiente con torta de higuerilla, aceleré
Su crecimiento y, a su vez, la hidrdlisis. Lo que se supone que ocurre con la celulosa
después del dia 6 es una estabilizacién, pues la enzima se inhibe y deja de hidrolizar la
celulosa.

Grafica 5 Concentracion de celulosa vs tiempo, hidrolisis por Rhizopus spp.
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En la grafica 6 se observa el comportamiento de la celulosa y de la glucosa, y esto permite
una idea general de como funcionaron las dos variables. Alli se observa, el comportamiento
fue el adecuado, pues mientras una disminuye drasticamente (celulosa), la glucosa pasa
de no tener valor en su concentracion a aumentar su valor hasta un 10%.
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Gréafica 6 Concentracion de glucosa y celulosa vs tiempo, hidrdlisis por Rhizopus spp.
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4.2.3 Resultados de la hidrélisis enzimética por accion del Aspergillus
niger.

Los resultados correspondientes a la hidrélisis por la accion del Aspergillus niger dio los
siguientes resultados:

Tabla 16 Resultados de prueba 1 de hidrdlisis enzimatica por Rhizopus spp.

Dia pH Absorbancia | % de | Peso filtro | Peso filtro | % de
Glucosa | Gooch [g] | Gooch [g] | Celulosa
inicial final
0 7 0,0055 1,1 30,3598 30,9139 55,41
3 5 0,025 5 30,9872 31,3063 31,91
7 5 0,045 9 30,9872 31,2568 26,96

Como se observa en la medicion del pH, Aspergillus niger también crecié en un ambiente
acido. Su pH se mantuvo en 5 en las dos Ultimas mediciones. Esto ocurrié debido a la
correcta adaptacion del hongo y al correcto funcionamiento del mismo, puesto que, es en
un ambiente acido donde mejora su crecimiento y rendimiento. En la gréfica 7 se puede
observar el comportamiento del % de celulosa en funcién del tiempo:
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Gréfica 7 Concentracion de glucosa vs tiempo, hidrélisis por Aspergillus niger.
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Como se puede observar, la hidrolisis enzimatica fue la méas lenta para el biorreactor con
Aspergillus niger en comparacion con los anteriores. Se evidencia que, alcanz6 su valor
pico en las tres mediciones en la Gltima medicidon con una concentracion del 9%. Es decir,
la cantidad de glucosa tuvo un valor similar en su etapa final, al valor pico de glucosa en
los otros biorreactores. Sin embargo, en cuanto al tiempo, fue el menos eficaz porque su
proceso de hidrdlisis fue mas tardio. Para su comparacion se agrego la linea de tendencia,
con una ecuacion polindbmica de orden 2, ya que el proceso de hidrdélisis tiene un
comportamiento que puede ser similar a este tipo de grafica. A pesar de que el
comportamiento de crecimiento de la concentracion de glucosa no tiene forma parabdlica,
se conoce que el porcentaje de glucosa después de llegar a su valor pico disminuira
portandose esta variable como una parabola negativa. Cabe resaltar que, la parabola no
describe completamente el comportamiento del crecimiento de la glucosa, pues una
parabola tiende al infinito o al menos infinito; y la glucosa después de mucho tiempo tiende
a tomar valores minimos por efecto de glucolisis, pero estables. En otras palabras, después
de pasado el tiempo la glucosa se comportara de manera lineal, sin aumentar o disminuir
su concentracion. Para complementar este comportamiento, se afiade la grafica 8 en
donde se muestra el comportamiento de la celulosa en funcion del tiempo:
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Gréfica 8 Concentracion de celulosa vs tiempo, hidrélisis por Aspergillus niger.
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En la gréafica 8 se observa un comportamiento descendente, pero menaos pronunciado si lo
comparamos con la disminucion de la celulosa en los biorreactores anteriormente
analizados. Esta concentracion disminuye desde un 55,41 % en el dia del inéculo (dia 0)
hasta un 26,29 % en el dia 7. Se logré observar como en los primeros dias este valor tenia
una pendiente mas pronunciada, comparandose con la pendiente que hay entre el dato
tomado el dia 3y el dia 7. En los primeros tres dias se logré una disminucién en porcentaje
de la concentracion de celulosa del 23,5, mientras que, entre el dia 3 y el dia 7 solo un
5,62 %. En la gréfica 9 se observa el comportamiento de la celulosa y de la glucosa, esto
brinda una idea general de como funcionaron las dos variables.

Se observa un proceso de hidrélisis menos efectivo y mas lento. Se argumenta que su
efectividad es mas baja debido a la poca diferencia de porcentaje que hay entre el valor
inicial y el valor minimo de celulosa alcanzado en las mediciones realizadas. Asi, se
compara con los valores de mediciones hechos en biorreactores de Trichoderma spp., y
Rhizopus spp.
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Gréfica 9 Concentracion de glucosa y celulosa vs tiempo, hidrolisis por Aspergillus niger.
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Finalmente, para comparar la eficiencia de hidrolisis se tuvieron en cuenta dos criterios. La
concentracion de glucosa y el tiempo. Es decir, el reactor que tenga mayor concentracion
de glucosa medida y en el menor tiempo serd el método escogido para la réplica. En la
gréfica 10 se muestra la concentracion de glucosa producto de los tres reactores.

Como se observa en la grafica 10, el punto mas alto de concentracion de glucosa se
presenta por hidrélisis producto de Trichoderma spp. Ademas, el que menor tiempo
requiere es este microorganismo, pues no solo alcanza el punto mas alto, sino también el
punto mas bajo de concentraciébn, mostrando que su hidrélisis es mas rapida, en
comparacion con la de los otros microorganismos. Aspergillus niger mostrdé una hidrélisis
mas lenta, sin embargo, es posible que entre el dia 3 y el dia 7 su concentracion haya
aumentado y para el dia 7, dia de Ultima medicién registrada, su concentracién sea
descendente producto de glucolisis.

Rhizopus spp tiene una menor cantidad de concentracion, sin embargo, este no se tuvo
en cuenta para la réplica, pues se busco repetir el proceso con mayor eficiencia. La razén
de porque se decidi6 replicar la hidrélisis con Aspergillus niger fue debido al volumen del
liquido post destilado, pues fue la que presento mayor cantidad (Ver tabla 18).



Resultados de produccion de bioetanol 51

Gréfica 10 Concentracion de glucosa vs tiempo, comparacion de hidrdlisis entre los tres
microorganismos
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4.2.4 Observaciones generales y lavado de biorreactores de hidrolisis

Se implementd un reactor neutral, el cual no contenia ningln microorganismo, con el fin
de comprobar que la hidrélisis enzimatica ocurro por accion de los mismos y no por
reacciones ajenas. Las graficas del desempefio reactor neutral estan presentes en el
anexo 2.

En el dia 7 de la prueba realizada al reactor de Rhizopus spp., se realiz6 el lavado de los
biorreactores. En el anexo 3 se observan las imagenes de los biorreactores antes de
realizar el lavado. Los biorreactores con micelio blanco en la parte superior, e incluso, el
biorreactor de Aspergillus niger mostraba cepa microbiana en gran parte del area superior
de la torta.

4.3 Resultados del proceso de fermentacién

El primer paso fue activar la levadura, luego se afiadié a los recipientes destilados en
donde estaba la solucién post lavado y se dejé durante 4 dias.

Los datos del conteo microbiano de la levadura se muestran en la tabla 17:

Tabla 17 Datos de activacion de levadura Saccharomyces cerevisiae

Reticulo ) I Concentracién
Horas Promedio | Diluciones
1 2 3 4 5 [Cell/mL]

0 58| 18 | 51| 38| 18 36,6 2 9,15E+08
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24 153 | 205 | 137 | 141 | 150 157,20 2 3,93E+09
48 57| 49| 39| 53| 70 53,6 3 13,40E+9
72 66| 62| 75| 83| 68 70,8 3 17,70E+9
96 110 | 97| 93| 58| 148 101,2 2 2,53E+9
168 521101 | 105 | 94| 52 80,8 2 2,02E+9
192 43| 42| 25| 42| 73 45 2 1,13E+9

Se puede observar que la concentracibn de células por mililitro aument6
considerablemente las primeras 72 horas, siendo cerca de este periodo cuando alcanzé la
mayor cantidad de células por mililitro. Es posible ver que la toma de pruebas se estaba
realizando cada 24 horas hasta cuando se completaron 96 horas y luego pasaron 72 horas
para la préxima medicion; pues por causas mayores pasaron dos dias en los cuales no se
pudo realizar el conteo microbiano. La grafica 11 se muestra a continuacion y alli se ilustra
como fue el proceso de activacion de la levadura:

Grafica 11 Concentracion de levadura vs tiempo.
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En el grafico de dispersién que muestra la concentracion en células por mililitro, se puede
observar como alcanza sus valores pico entre las 48 y las 72 horas.

Luego de activada la levadura se afiadieron 250 mL a cada recipiente fermentador, se sell6
con parafinay se dejé accionar durante 3 dias. La figura 29 muestra los tres recipientes en
donde ya actuaban como fermentadores. Luego de destapar los fermentadores, pasados
los 3 dias se comprob6 que habian ocurrido procesos de fermentacion, ya que una
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sustancia gaseosa salié al instante que se abrié el fermentador; la sustancia CO,. La
temperatura del proceso se mantuvo a temperatura ambiente.

Figura 29. Recipientes fermentadores

Fuente: Autores.

4.4 Resultados del proceso de destilacion

El proceso ocurrié hasta cuando el tiempo entre gota y gota de destilado superé los dos
minutos. Las cantidades de producto destilado junto con el tiempo de destilacién se

muestran en la tabla 18:

Tabla 18 Resultados de proceso de destilacion

Hidrolisis enzimatica | Cantidad de destilado | Tiempo de destilacion
causada por: [mL] [minutos]

Trichoderma spp. 4,8 330

Rhizopus spp. 22,3 300
Aspergillus niger 96,9 240

Como se puede observar, la hidrolisis causada por Aspergillus niger fue la que mayor
cantidad de destilado produjo. Esto se debe a que, para el momento en que se realizé el
lavado, la concentracion de glucosa era mayor para este hongo, pues fue una hidrélisis
mas lenta que la de los otros microorganismos. A diferencia del destilado por Trichoderma
spp., Y Rhizopus spp., su cantidad de destilado es mucho menor. Sin embargo, cabe la
posibilidad de que la mejor ruta sea producir el bioetanol por la Trichoderma spp., o por el
Rhizopus spp., ya que alcanzaron valores de concentracion de glucosa mas altos en
menos tiempo; efecto que, para la fase de lavado y fermentacion tuvo resultados poco
favorables con respecto a la hidrélisis lenta ocurrida por el Aspergillus niger.
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Se midi6 la densidad del destilado producto de Rhizopus spp., y de Aspergillus niger. Por
otra parte, la cantidad de destilado producto de la hidrélisis por Trichoderma spp., fue tan
minimo que no alcanzd para cubrir el picnémetro, por lo tanto, no se pudo determinar la
concentracion.

4.5 Resultados de calculo de concentracion de etanol por el método de
determinacion de la densidad de liquidos con el picnoOmetro de Gay-
Lussac

El primer paso es la calibracion del picndmetro para calcular el coeficiente medio de
expansion. El peso del picnbmetro vacio fue de 10.053 gramos. Los valores para la
calibracion del picnémetro con agua destilada a temperatura cercana a 20°C se muestran
en la siguiente tabla:

Tabla 19 Valores para calibracion de picnometro de Gay-Lussac a temperatura cercana
de 20°C

MEDIDA VALOR NOMENCLATURA
Temperatura 25°C 04
Masa picnémetro 15.1154 [g] my
lleno
Densidad del agua 0.99599 [g/mL] Pw
a temperatura de
calibracion

El valor de densidad se tomé segun los valores expresados en la tabla 1 de la norma NTC

_m

336 [43]. Utilizando la ecuacion (v, = ;;m‘) Ec. 7) se tiene que:

_15.1154[g] —10.0853 [g]

0.99599 [-]

= 5,0504 mL

€1
Los valores medidos para la calibracion del picnémetro a temperatura cercana a 60°C
estan plasmados en la siguiente tabla:

Tabla 20 Valores para calibracion de picnémetro de Gay-Lussac a temperatura cercana
de 60°C

MEDIDA VALOR NOMENCLATURA
Temperatura 53°C 0,
Masa picnometro 14.9994 [g] m,
lleno
Densidad del agua 0.98217 [g/mL] Pw,
a temperatura de
calibracion
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mi—my

Utilizando la ecuacion v, = Ec. 7) se tiene que:

w

_14,9994[g] — 10.0853 [g]

0,98561 [--]

= 4,9858 mL

Ve,

Asi y aplicando la ecuacién para calcular el coeficiente medio de expansién cubica del
picnémetro, se tiene que:

4,9858 — 5,0504 [mL]

_ _ o
V= 5,0504 (53 — 25)[mL % OC] = —0,00046 [ C ]

Asi, el volumen del picndmetro a la temperatura de medicion de la muestra es de:
vy = 5,0504[1 — 0,00046(25 — 25)] = 5,0504 [mL]

Entonces tomando como m3 el picndmetro con la muestra de Aspergillus niger el valor de
la densidad de la muestra se calcul6 por medio de la ecuacion py = =" + k(64 — 6) Ec.
d

10 de la siguiente manera:

_ 15,0003 — 10,0853 [g]
Po = 5,0504 [mL]

— 0,9732 [%]

Entonces interpolando este valor con los datos de la tabla 1 del anexo 1 se tiene que la
concentracién en volumen de etanol es de aproximadamente 0,1792. Los valores de
densidad y concentracion de etanol de los destilados se muestran en la siguiente tabla,
teniendo en cuenta que el destilado de hidrélisis por Trichoderma spp, no permitié su
mediciéon debido a la poca cantidad de volumen, pues el volumen debe ser de 5,0505
mililitros.

Tabla 21 Concentracion de etanol y densidad de destilados

Hidrolisis Masa del | Densidad [g/mL] Concentracion de
enziméatica picnébmetro lleno etanol en volumen.
causada por: [g]

Rhizopus spp. 14,9733 0,9678 0,2204
Aspergillus niger 15,0003 0,9732 0,1792

4.6 Resultados de proceso de replica

A continuacion, se muestran los resultados relacionados con la réplica de cada proceso
de hidrdlisis segun la linea de metodologia mostrada en el apartado 3.6.



56  Produccion de bioetanol a partir del residuo del proceso de extraccion de aceite
de higuerilla (Ricinus communis) y analisis de sus impactos ambientales

4.6.1 Resultados de Replica (I) por accidén enziméatica de Trichoderma spp.

El primer paso fue la inoculacion del hongo, el cual tuvo una concentracion de 7.90E+6
células por mililitro, tal como se observa en la tabla 22.

Tabla 22 Concentracion de inoculo de réplica (1)

Reticulo P
HONGO Promedio | Diluciones Concentracion
1| 2| 3| 4| 5 [Cell/ml]
Trichoderma |5 136130 |25 (33| 316 0 7,00 £+06
spp., replica l

Como se menciona en el apartado 3.6.1 la medicién tanto de glucosa como de pH se
realizé en periodos de 24 horas y la medicion de la concentracién de celulosa en el dia 0
(dia del in6culo) y en el dia final en el cual se realizé el lavado. Los resultados de las
mediciones estan en la siguiente tabla 23:

Tabla 23 Resultados de réplica () de hidrélisis enzimatica por Trichoderma spp.

Horas | pH Absorbancia | % de Peso filtro Peso filtro | % de
Glucosa | Gooch [g] Gooch [g] celulosa
inicial final
0 7 0,023 4,6 30,174 30,5966 42,26
24 6,5 0,04 8 - - -
48 6 0,062 12,4 - - -
72 6 0,078 15,6 - - -
144 6,5 0,084 16,8 29,8933 30,0627 16,94

En la tabla 23 se puede observar como el comportamiento de la concentracion de glucosa
aumenta diariamente. El pH disminuye y se mantiene alrededor de 6 lo que indica que, el
microorganismo creci6 correctamente. EI comportamiento de la concentracién de glucosa
se analiza por medio de la grafica 12.

En la gréfica 12 es posible observar como las concentraciones de glucosa aumentan hasta
llegar a un punto casi estable, pues la diferencia de concentracion entre pasadas las 72 y
las 144 horas, es de 1,2%, mientras que entre las dos Ultimas mediciones (48 y 72 horas)
la diferencia es de 3.2%. Es por esto, que el proceso termino en el dia 6, dia de cumplidas
las 144 horas y en donde se obtuvo la mayor concentracion de glucosa registrada de
aproximadamente 17%.
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En la tabla 23 se observa que la concentracion de celulosa disminuye hasta llegar a
concentraciones de 16.94 %. Para relacionar las concentraciones, se graficé el
comportamiento de la glucosa vs la linea entre los puntos de concentracién de celulosa en
el dia 0y en el dia del lavado (144 horas).

Grafica 12 Concentracion de glucosa vs tiempo, replica (I) hidrolisis por Trichoderma spp.
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Fuente: Autores

El comportamiento de la celulosa es el esperado, teniendo en cuenta que para la hidrdlisis
con Trichoderma spp. la concentracion final fue de 13.21%, es decir menor a la obtenida
en este proceso. La explicacién de porqué se obtuvo mayor concentracion de glucosa
puede deberse a la concentracion inicial de inoculo que para la réplica 1 fue de 7.9E+6
mientras que la de la prueba fue de 7.1E+6, es decir una diferencia de 800’000 células por
mililitro. Después de pasadas las 144 horas se realiz6 el lavado del biorreactor de hidrolisis,
obteniéndose mayor cantidad de lixiviados con 867 mL de solucion post hidrélisis rica en
glucosa.
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Gréafica 13 Concentracion de glucosa y celulosa vs tiempo, replica (I) hidrélisis por
Trichoderma spp.
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4.6.2 Resultados de Replica (ll) por accién enzimatica de Trichoderma spp.

El primer paso fue la inoculacién del hongo, el cual tuvo una concentracién de 7,55E+6
células por mililitro, tal como se observa en la tabla 24.

Tabla 24. Conteo del hongo Trichoderma

Reticulo i6
HONGO cu Promedio | Diluciones Concentracion
1| 2| 3| 4| 5 [Cell/ml]
Trichoderma
spp 35(27(36(23|30 30,2 0 7,5500E+06

Como se menciona en el apartado 3.6.3 la medicién tanto de glucosa como de pH se
realizo en periodos de 24 horas excepto el dia 3 y 4, ya que estos eran fin de semana, y
en estos dias no es posible realizar mediciones en el laboratorio. La medicion de celulosa
se realizo el dia 0 y el dia 5, debido a que el biorreactor se contamino y posteriormente se
descartd. Los resultados de las mediciones son los siguientes (Tabla 25):

Tabla 25. Datos de las pruebas de celulosa y glucosa de la réplica (l1)

Horas | pH Absorbancia | % de Peso filtro Peso filtro | % de
Glucosa | Gooch [g] Gooch [g] celulosa
inicial final
0 7 0,016 3,2 29,8986 30,3527 45,41
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24 7 0,037 7,4 - : 3
48 6,5 0,051 10,2 - - -
96 6 0,07 14 - - -
120 6,5 0,077 15,4 30,2871 30,5443 25,72

En la tabla 25 se observa que la glucosa aumentaba diariamente, ademas el pH se
mantuvo en valores entre 6 y 6,5 lo cual indica que el hongo crecié correctamente hasta el
dia 5 que se par6 de analizar el biorreactor ya que la contaminacién que este adquirid
afectaria las mediciones y el microrganismo. El comportamiento de la glucosa se analiza
por medio de la gréafica 14:

Grafica 14 Concentracion de glucosa vs tiempo, replica (l1) hidrélisis por Trichoderma
spp.
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En la grafica 14 es posible observar como las concentraciones de glucosa comienzan
aumentando abruptamente ya que entre pasadas las 24 horas y 48 horas, la diferencia de
concentracion es de 4,2 %, pero esta tiende a disminuir levemente, como se puede
evidenciar pasadas las 96 y 120 horas donde la diferencia de concentracion es de 1,4%.
Es por esto, que el proceso debhi6é terminar en el dia 6, dia de cumplidas las 144 horas
donde se tendria la mayor concentracion como sucedi6 con la réplica (I) de Trichoderma
spp, pero debido a la contaminacion este valor no se pudo obtener. Para efectos de analisis
y comparacion con la cantidad de celulosa se muestra la siguiente gréfica:
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Gréfica 15 Concentracion de glucosa y celulosa vs tiempo, replica (1) hidrolisis por
Trichoderma spp.
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Fuente: Autores

Previamente a la contaminacion, el comportamiento de la celulosa era el esperado ya que
en el dia 5 (dia donde se paré el analisis) la concentracion era de 25,72%, teniendo una
tendencia a disminuir a un ritmo relativamente rapido. La glucosa también estaba
aumentando, por lo que se esperaria que en el dia 6 el lavado se realizara como sucedi6
con la réplica (1) de Trichoderma spp. El comportamiento de la grafica no se pudo ilustrar
en su totalidad debido a problemas previamente explicados.

4.6.3 Resultados de Replica (lll) por accién enzimética de Aspergillus niger.

El primer paso fue la inoculacién del hongo, el cual tuvo una concentracién de 1,750E+7
células por mililitro, tal como se observa en la tabla 26.

Tabla 26 Concentracién de inoculo de réplica ()

HONGO Reticulo Promedio | Diluciones | Concentracién

1[2[3[4]5 [Cell/ml]
Aspergillus 8/7|8|6|6|7 1 1,7500E+07
niger

Como se menciona en el apartado 3.6.3 la medicion tanto de glucosa como de pH se
realizé en periodos de 24 horas y la medicion de la concentracion de celulosa en el dia 0
(dia del in6culo) y en el dia final en el cual se realizé el lavado. Los resultados de las
mediciones estan en la siguiente tabla 27:
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Tabla 27 Resultados de réplica (l11) de hidrélisis enzimatica por Aspergillus niger.

Horas | pH Absorbancia | % de | Peso filtro | Peso filtro | % de
Glucosa | Gooch [g] | Gooch [g] | celulosa
inicial final
0 7 0,026 52 29,8991 30,3205 42,14
48 4,5 0,061 12,2 - - -
120 55 0,082 16,4 - - -
168 7 0,049 9,8 30,0627 30,3527 29

Como se puede observar, el pH desciende hasta un nivel de 4,5. Esto muestra como el
microorganismo disminuye el grado de acidez del ambiente, aumentando su crecimiento.
Sin embargo, en el dia 7, el grado de acidez se balancea, lo que da a entender que, si las
condiciones estan normales dentro del biorreactor, el microorganismo pudo haber detenido
su crecimiento. Esto se puede evidenciar en el % de glucosa, pues si concentracion
disminuye en gran manera, pues se pasa de una concentracién pasadas 120 horas del
inoculo (5 dias) de 16,4% a una concentracion de 9,8% pasadas las 168 horas (7 dias). La
diferencia de concentraciones fue de 6,6%. Esto se debe a efectos de glucolisis, sin
embargo, esta medicién fue tomada en el momento del lavado, por lo que la concentracién
final de glucosa fue de aproximadamente el 10%. En la grafica 16 se observa el
comportamiento de la concentracion de glucosa:

Grafica 16 Concentracion de glucosa vs tiempo, replica (l11) hidrélisis por Aspergillus
niger
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Es posible observar como el comportamiento de la concentracion de la glucosa aumenta
considerablemente hasta pasadas 120 horas. La concentracion es totalmente ascendente
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por efectos de las enzimas hidrolasas liberadas por Aspergillus niger, dando como
resultado esta liberacion de glucosa a partir de la celulosa. Ademas, se observa como la
velocidad de reaccién entre las primeras 48 horas (2 dias), su concentraciébn aumenta casi
al doble. Para efectos de andlisis y comparacion con la cantidad de celulosa se muestra la
grafica 17.

Como la celulosa no se midié sino en el inicio y en el fin del proceso solo se tienen dos
datos de esta variable. Sin embargo, es posible observar como la disminucion de esta
variable, que llega al 29%. Es decir, a pesar de que el microorganismo crecié de manera
correcta, si se compara con los resultados de la tabla 15, (concentracién final de celulosa
de 26,96%), se tiene una diferencia de 2,04%. La razén puede deberse a la diferencia de
concentracién en el inoculo que fue de 1'500°000 células por mililitro menos en
comparacion con la concentracién de indculo de Aspergillus niger que se muestra en la
tabla 11.

Después de pasadas las 168 horas se realiz6 el lavado del biorreactor de hidrdlisis,
obteniéndose 680 mL de solucién post hidrdlisis rica en glucosa.

Gréafica 17 Concentracién de glucosa y celulosa vs tiempo, replica (Ill) hidrélisis por
Aspergillus niger
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4.6.4 Resultados de laréplica de proceso de fermentacion

Las réplicas (l) y (lll) pasaron por el proceso de fermentacion. La réplica (1) no fue posible
debido a la contaminacion. La activacion de la levadura se llevo a cabo con un tiempo de
reaccion de 72 horas. Esto porque transcurrido este periodo, la concentracion medida en
la activacion realizada en las pruebas anteriores, alcanz6 valores pico. La determinacion
de concentracion de la levadura Saccharomyces cerevisiae se realiz6 en el instante en que
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se agrego a la solucién post hidrdlisis. La concentracion de la levadura se muestra en la
siguiente tabla 28:

Tabla 28 Concentracion de inoculo de levadura para replicas (1) y (llI).

HONGO Reticulo Promedio | Diluciones | Concentracion
1 [2 ]3[4 ]5 de

Saccharomyces
cerevisiae
[Cell/ml]

Aspergillus 35]129|28|28|31|30,2 4 7,5500E+10

niger

Trichoderma |58 | 65| 70| 75|59 | 65,4 4 16,3500E+10

spp.

Como la concentracion de inoculo fue mayor, se agregaron 200 mL a cada recipiente
fermentador, se sellaron con parafina y se introdujeron en el bafio de maria a temperatura
a temperatura de 37°C y se dejo reaccionar durante 4 dias. La cantidad de liquido total fue
de 1067 mililitros para la fermentacion de la réplica (1) y 880 mililitros para la fermentacion
(1) que se dividieron en dos recipientes, con un contenido de 440 mililitros cada uno. La
imagen del fermentador de la réplica (1) y un recipiente de la réplica (lll) se muestra en la
siguiente figura 30:

Figura 30 Recipientes fermentadores, De izquierda a derecha replica (1) y replica (llI).

Fuente: Autores

4.6.5 Resultados de laréplica del proceso de destilacién.

El proceso de destilacion se llevé a cabo durante 4 horas, pues fue el tiempo establecido
para dar estandarizacion al proceso de réplica. Estas 4 horas iniciaban a partir de que la
temperatura registrada estuviera en rangos de 79°C y 84°C, ajustandose a la temperatura
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de destilacién del etanol. Sin embargo, pasadas las 4 horas, era posible seguir obteniendo
producto destilado, aunque con menor frecuencia. Cabe resaltar que se realizaron dos
destilaciones. Una con 3 dias de periodo para la fermentacion y la otra con los 4 dias
cumplidos. Esto sacando muestras de 500 mL para cada destilacién. Los resultados se
muestran en la siguiente tabla 29:

Tabla 29 Resultados del proceso de destilacion producto de réplica (1).

Hidrdlisis enzimética | Cantidad de destilado | Tiempo de destilacion
causada por: [mL] [minutos]

Trichoderma spp. 32.1 240
Trichoderma spp.! 8 240

1Este resultado es de la destilacion que se realizé con 3 dias de fermentacion.

En cuanto al jugo destilado del Aspergillus niger no fue posible realizar la destilacién, esto
debido a que la cantidad de gas en el liquido no lo permitid. Al finalizar los 4 dias se obtuvo
un liquido con alto contenido de compuesto gaseoso, que teéricamente es CO[47]. Para
cuando se realizd el montaje de destilacién y este alcanzaba temperaturas superiores a
los 45°C, el proceso se comportaba de manera inestable, pues el cambio de fase de liquida
a gaseosa, generaba reacciones quimicas violentas.

Posteriormente, se midi6é la densidad del destilado, y sus resultados se muestran en la
siguiente tabla 30:

Tabla 30 Valores para medicion de concentracion de etanol y densidad de solucién post
destilado.

MEDIDA VALOR NOMENCLATURA
Temperatura 25°C 04
Masa picnémetro 14.9571 [g] ms
lleno con muestra
Densidad del agua 0.99599 [g/mL] Pw
a temperatura
6,

Entonces tomando los valores de la tabla 19 y m; de la tabla anterior, el valor de la

densidad de la muestra se calculé por medio de la ecuacion pg = m3v_m1 + k(6, —0) Ec.
d

10 de la siguiente manera:

_ 14,9571 — 10,0853 [g]
Po = 5,0504 [mL]

= 0,9646 [%]

Entonces interpolando este valor con los datos de la tabla 1 del anexo 1 se tiene que la
concentracion en volumen del etanol es de aproximadamente 0.2437.
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4.7 Resultado del andlisis elemental de residuo solido post hidrélisis

4.7.1 Resultado del analisis de carbono organico total

Para calcular la concentracion y la cantidad es necesario utilizar la ecuacion de curva de
calibracion que ya tiene el laboratorio y cuyo muestreo es de:

f(x) =5127.8194(x) — 5.0568 py = =" 4 k(6,; — 6) Ec. 10

Va

El espectrofotdmetro arrojo una absorbancia de 0.472. Reemplazando este valor en la
ecuacion p, = =" + k(6,4 — 6) Ec. 10, la concentracion es de:

Vd

m
£(0.472) = 5127.8194(0.472) — 5.0568 = 2415.2740 [Tg] coT

Asi, el porcentaje se calculd por medio de la siguiente ecuacion:

mz—my

CO(Z—Z):ppmenCC*Dm*DV P = + k(64 —6) Ec. 10

vd

Donde:

ppm CC = partes por millébn en la curva de calibracion

D,,, = Diluciéon de masa (mililitros de extractante/gramos de muestra)

D,, = Dilucién de volumen (aforo/alicuota), entiéndase por aforo a la dilucion de agua
destilada agregada al final del proceso y alicuota los mililitros de extractante

= 0.4830

mg\ mgy 15[mL] 50 [mL] 1[L] 1 [g]
¢o (m_g) = 2415.2740 [T] *0.25[g] 15 [mL] 1000 [mL] 1000 [mg]

Entonces la concentracion de carbono organico total es de 48.30%, cumpliendo asi con
el estandar que pide la norma, pues debe ser mayor a 15%. [48]

4.7.2 Resultado del anélisis de fosforo total

Después de realizar el método explicado en el apartado 3.7.2, se comprobé que la muestra
se encontré en el rango de pH encontrado en [50], dando como resultado 0,8 ,luego se
paso la muestra por el espectrofotdmetro, obteniendo un resultado de 5,4 mg/l y una
absorbancia de 0,690.

4.7.3 Resultado del analisis de potasio total

Después de realizar el método turbidimétrico explicado en el apartado 3.7.3, se comprob6
gue la muestra se encontré en el rango de pH encontrado en [51], dando como resultado
10. Se realizé la prueba primero por el catalogo 114562, pero se obtuvo un resultado de
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300 mg/l excediendo el rango establecido de 50 mg/I, por lo que se debié tomar el catélogo
100615; aplicando el procedimiento descrito por dicho catalogo se obtuvo 300 mg/l de
potasio, ademas de una absorbancia de 2,917.

4.7.4 Resultado del analisis de nitrégeno total

Después de realizado el proceso y pasada la cubeta en el fotbmetro se obtuvo una
concentracion de 94 mg/L de nitr6geno, registrando una absorbancia de 0.659.

Los resultados de todos los pardmetros requeridos por la norma se muestran a
continuacion (Tabla 31):

Tabla 31 Resultados de andlisis elemental de residuo organico post hidrélisis

Parametro Concentracion Absorbancia % [mg/mg]
[mg/L]

g?;ll’ono organico 2415.2740 0.472 48.30

Fosforo total 5.4 0.690 -

Potasio total 300 2.971 -

Nitrégeno total 94 0.659 -

Analizando la tabla 31, es posible ver que de acuerdo con los parametros exigidos por la
NTC 5167, el residuo solido producto de la hidrélisis enzimatica puede ser utilizado como
abono organico. Hay que resaltar que para esto, es necesario hacerle un tratamiento al
producto, para que su uso final sea este.

4.8 Resultados del andlisis de cromatografia

Los resultados de concentracion de etanol y metanol arrojados por la cromatografia se
muestran en las siguientes tablas:

Tabla 32 Resultados de concentracion de etanol por andlisis de cromatografia

Destilado producto de la Prom. Concentracion RSD
hidrélisis enzimética por: etanol (%V/V)
Trichoderma spp. 3.1 0.3
Rhizopus spp. 10.5 04
Aspergillus niger 1.8 0.2

Tabla 33 Resultados de concentracion de metanol por analisis de cromatografia

Destilado producto de la Prom. Concentracion RSD
hidrélisis enzimética por: metanol (%V/V)
Trichoderma spp. 0.2 0.01
Rhizopus spp. 0.08 0.03
Aspergillus niger 0.1 0.02




Resultados de produccion de bioetanol 67

En lasfiguras 1, 2 y 3 del anexo 5 se muestra los cromatogramas arrojados por el resultado
del CG. Alli se observa como los picos de etanol del destilado producto de la hidrolisis
enzimatica por Aspergillus niger muestra la menor concentracién al ser superpuesto con
los cromatogramas de 1 y 5% de etanol. También es posible observar como el pico de
etanol del destilado producto de la hidrdlisis por Rhizopus spp., esta sobre la superposicion
del cromatograma de 10% de patron de etanol. A partir de los valores de la tabla 18 y los
de la tabla 32 se muestran las cantidades de volumen de etanol producido:

Tabla 34 Volumen de etanol de los destilados

Destilado producto Prom.
de la hidrdlisis dggtlilljzggin[r%el}_] Concentracion \é?;ﬂg}e[rr;i?
enzimética por: etanol (%V/V)
T”ChocﬁgTa SPp- 40.1 3.1 1.2431
Rhizopus spp. 22.3 10.5 2.3415
Aspergillus niger 96.9 1.8 1.7442

*La muestra hace referencia al producto de destilado de la réplica 1, hidrdlisis enzimatica causada por Trichoderma spp.

Rhizopus spp. se muestra segun la tabla 34 como el mejor hongo para la hidrélisis
enzimatica, pues produjo 2.34 mililitros de etanol.
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5. Simulaciéon de la linea de produccién en Aspen plus®

Esta fase consiste en la evaluacion a mayor escala de la linea de produccion de
bioetanol a partir de la torta de higuerilla. Para ello se ha usado el software de simulacion
comercial ASPEN PLUS®.

Cabe resaltar que no se realizé un escalado del proceso, sino simplemente se evalué la
produccién con mayor cantidad de materia prima, manteniendo parametros de produccion
a nivel de laboratorio, es decir, parametros como coeficiente de reacciones, y
temperaturas, fueron utilizadas segun datos a produccion piloto en laboratorio. Esto porque
el fin de un escalado es lograr la exitosa puesta en marcha y la operacion econémica de
una unidad a escala comercial. Esta definicion fue tomada de Gonzales. R. en su libro
Principios basicos de escalado[54]. Alli también define que:

“El escalado de los biorreactores discontinuos en la mayoria de los casos se lleva a cabo
multiplicando el volumen de reaccién por el factor de escala y no requiere de plantas piloto
ni mockups, aunque la transferencia de calor puede ser importante en ocasiones”. Roberto
Gonzales Castellanos. Principios basicos de escalado.[54]

Teniendo en cuenta que el proceso se realizd con temperatura y presion ambiente, las
condiciones para realizarlo a escala mayor solo serian por medio de un escalado con
simetria geométrica. Es por esto que se tomaron los mismos coeficientes de reaccion en
la hidrdlisis, que es la etapa clave del proceso, y no se realiz6 escalado de la unidad.
Después de este proceso, la simulacion se llevd a cabo tomando data de referencia para
Su ejecucion.

La implementacion del proceso en el software consta de varias etapas, cuyo orden es
exigido por el ASPEN PLUS®. Las etapas seguidas fueron:

Definicion de componentes

Implementacién de diagrama de bloques

Definicion de corrientes y condiciones de operacién
Andlisis de resultados

Antes de realizar estos pasos es necesario definir la escala del proyecto. Cabe resaltar
gue en Colombia es necesario importar la semilla de higuerilla, pues no es del interés su
cultivo para el agricultor del pais[55]. 1 hectarea tiene la capacidad de producir entre 3y 4
toneladas por afio[56]. Con el objetivo de que se pueda implementar, se evalio la
produccion que tendrian dos mil hectareas de cultivo de higuerilla. Esta cifra facilmente se
puede alcanzar teniendo en cuenta su rentabilidad [57] y que para el 2007 se cultivé cerca
de mil hectéreas de higuerilla [58]. Por lo tanto, anualmente se tendria una produccién de
7000 toneladas anuales de semilla, lo que equivale aproximadamente a 3640 toneladas
de torta de higuerilla por afio, es decir 10,11 toneladas diarias.
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5.1 Definicién de componentes

El software de simulacién contiene una gran cantidad de bases de datos con las
propiedades de los compuestos quimicos que se necesitan para llevar a cabo esta
simulacion. Sin embargo, no es posible simular el proceso de hidrélisis con
microorganismos vivos, por lo que fue necesario utilizar la enzima celulasa comercial, de
Trichoderma spp. Para la obtencién de las propiedades de este compuesto se ha recurrido
a las bases de datos del National Center for Biotechnology Information, mas
especificamente a PubChem.

Los componentes que no se encontraban en la bases de datos de aspen como la lignina,
las proteinas, entre otras; se definieron como compuestos sélidos, y se le afiadieron las
propiedades que exige el software. Se definieron como compuestos sdlidos la celulosa y
el xilano, pues estan hacen parte de la torta de higuerilla. La composicion de la torta de
higuerilla que se tuvo en cuenta para realizar la simulacién, es la mostrada en la tabla 6,
tomando como cantidad de celulosa, la medida en laboratorio. De estos compuestos lo que
necesitaron ser definidos fueron los siguientes:

= Lignina
= Extractivos
=  Proteina

=  Enzima celulasa

La lista de componentes se muestra en la figura 31. Para los compuestos no definidos fue
necesario definir propiedades de tipo “SCALAR” que se proporciona directamente su valor,
y “T-DEPENDENT” que utiliza correlaciones que dependen de la temperatura. En la tabla
35, se observa que tipo de propiedades son de tipo “SCALAR” o0 “T-DEPENDENT”, con su
nomenclatura. Los datos recopilados para estas propiedades y su respectiva referencia se
recogen en el Anexo 4.
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Figura 31 Lista de compuestos para la simulacién en Aspen ®

Components - Specifications -~ | +

|@Selection |Petru\eum |Nuncunventmnal I@EnterpnseDatabase Comments |

Select components

Compeonent ID Type Component name Alias
CELLULOS Solid CELLULOSE-R C6H1005-R-1
GLUCOSE Conventional DEXTROSE C6H1206
XYLOSE Conventional XYLOSE C5H1005-D2
XYLAN Solid GLUTARIC-ACID C5HBO4
GLUCOLIG Conventional DEXTROSE C6H1206
CELLOB Conventional DEXTROSE C6H1206
ETHANOL Cenventional ETHANOL C2H60-2
H20 Conventional WATER H20
NACL Conventional S0DIUM-CHLORIDE NACL
coz Conventional CARBON-DIOXIDE coz
CELLULAS Solid
LIGNIN Solid
PROTEIN Solid
EXTRACTI Solid
Find ‘ [ Elec Wizard | [ SFE Assistant | [ User Defined | [ Reorder | [ Review

Fuente: Autores.

Tabla 35 Propiedades, nomenclatura y tipo de propiedad para definicion en Aspen plus ®

PROPIEDAD NOMENCLATURA TIPO
Peso molecular MW SCALAR
Volumen molar de sélido | VSPOLY T-DEPENDENT
Capacidad calorifica CPSPO1 T-DEPENDENT
Calor de formacion DHSFRM SCALAR

5.2 Implementacion del diagrama de bloques

El diagrama de bloques a implementar en el software ASPEN PLUS® es el que se muestra
en la figura 32. Alli se muestra la linea de produccion, teniendo como entradas la torta de
higuerilla, la enzima y la solucién salina con la cual se realiza el lavado del biorreactor.
Luego pasa a un separador solido-liquido del que se obtienen dos corrientes, una liquida
con los azucares fermentables, y otra en donde con el residuo sélido, que iria a otra linea
de tratamiento para posible uso como abono organico. La solucién post-hidrélisis pasa por
los fermentadores y posteriormente, este jugo pasa a un proceso de separacion de CO; y
de la solucion acuosa con trazas de etanol. Sigue el proceso de destilacion del cual se
obtiene una corriente con el bioetanol, y otra corriente de agua y otros compuestos. Asi
entonces se inicio la construccion de la simulacion.
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Figura 32 Diagrama de bloques a implementar en Aspen plus ®
Solucion liquida
ﬁ "1 mayormente acuosa Solucion liquida
mayormente acuosa
Er \
Enzima i \
— |
W‘ad”ﬁ“ﬁ‘ | || SOLUCON LQUIDA RICAEN SOLUCION ACU0SA CON SOLUCION ACLOSA CON SOLUGION CONALTO
| V
. PRODUCTOPOSTHIDROLSSS .| __AZUCARES FERMENTABLES TRAZAS DE ALCOHOL Y CO TRAZASDEAICOHOL Ly |_cowenoneaicorol, )
Soluuon:allnaal /f' P TRAZES DEAGUAY OTROS ™
85% / o W COMPESTOS
4 ‘ [
SEPARADOR SQLIDO-LIQUIDO CAPTURA DE CO2 Y
HlDROLlSlS ENZIMAT'CA FERMENTAC'ON Bioetanol con pureza
>98%
Residuo solido a
pretratamiento DESTILACION 1 DETILAON2

Fuentes: Autores
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5.2.1 Construccion de la simulacion

En la figura 33 se puede observar el método a utilizar para esta simulacién que fue “PENG-
ROB?”, que utiliza la ecuacién de estado Peng-Robinson, pues es una de las mas utilizadas
para este tipo de procesos.[59]

Figura 33. Métodos y propiedades para la simulacion.

Methods +

[@Global |Flowsheet Sections | @ Referenced IComments |

Property methods & options Method name
Method filte COMMON " | penG-ROB = | Methods Assistant... |
Baze method PENG-ROB -
Henry compenents Madify
5 SPRS
Petroleumn calculation options EOS ESPRSTD
- 4 A
Free-water method STEAM-TA - Data set =
Water solubility 3 - Liguid gamma
Data set c

[ zrelyfin e Gfei=ne Liguid malar enthalpy | HLMX106

Chemistry 1D -
emistry Liguid melar velume | VLMX20

| Use true components -
g Heat of mixing
Poynting correction

Use liquid reference state enthalpy

Fuente: Autores

Posteriormente se procedié a implementar el diagrama de bloques en el flowsheet. El
primer equipo fue el biorreactor de hidrélisis (HE-101), que se disefi6 como
estequiométrico, en donde a partir de celulosa y agua por medio de la enzima celulasa
ocurre un rompimiento de los enlaces y la posterior formacién de glucosa.

El biorreactor cuenta con tres corrientes de entrada. La corriente “BIOMASS” se define
segun la composicion que se evidencia en la figura 34 en donde se muestra la definicién
de la corriente.

La corriente “SALINSOL” contiene agua con solucion salina al 85% por lo que se le agreg6
agua y cloruro de sodio en relacion 1000:8,5, es decir, por 1000 gramos de agua destilada,
es necesario agregar 8,5 gramos de NaCl.
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Figura 34 Composicion de la corriente “BIOMASS”

IL I

Main Flowsheet BIOMASS (MATERIAL) +

& Mined ‘ & CI Seolid ‘ NC Selic | Flash Opticns | EO Options | @ Costing | Comments
A | Specifications
State variables Composition
Substream name &QSoLD - Mass-Frac -
Temperature b T Component Value
Pressure 1 bar - ELLULOS 04214
Total flow basis Mass - (L 1zs
ELLULAS
Total flow rate 10.111 tonne/day -
LIGMIMN 0.176

0.231
0,035

Total

La corriente “ENZYME” contiene agua con solucion salina por medio de la cual se prepara
la celulasa comercial producto de Trichoderma spp. Como el software no permite simular
el crecimiento del microorganismo, se relaciond la cantidad enzima con el rendimiento del
agua en la reaccion de hidrélisis. El rendimiento de la reaccion se tomé a partir de los datos
experimentales de la réplica (I) por hidrélisis enzimatica de Trichoderma spp. Teniendo en
cuenta que se tienen concentraciones (% by mass) de glucosa final y celulosa inicial de
aproximadamente 17% y 42,3% respectivamente, estableciendo 1000 gramos de torta de
higuerilla, se tendrian 170 gramos de glucosa y 423 gramos de celulosa. El rendimiento
fue calculado por medio de estequiometria de reacciones quimicas[60]:

El rendimiento del agua se calcul6 de la siguiente manera:

1 mOl Cﬁleoﬁ 1 mol HZO 18[g]C6H1005
* *
180,156[g]C¢H;,0, 1mol C4gH ;04 1 mol H,O

170[g]CeH1, 06 * = 17[g]CeH1005

Por lo tanto la cantidad de enzima celulasa que se agrega para un kilogramo, habra de ser
de 17 gramos. Entonces, para 10,11 toneladas/dia es necesario 172 kg/dia. Este valor
varia de manera lineal segun la cantidad de torta a simular, pues los valores de rendimiento
se mantendran constantes en el proceso de simulacion.

En cuanto a las reacciones requeridas en el biorreactor, se introdujeron las reacciones 1y
2 [61] de celulosa a glucosa y de xilosa a xilano respectivamente. Los rendimientos de
reaccion fueron calculados con datos experimentales por medio de estequiometria de
reacciones quimicas para la celulosa y tomados de data tedrica para la xilosa. Es necesario
calcular la cantidad de celulosa que realmente reacciond y se realiza asi:

1mol CsHy,04  1mol CsHygOs  162,14[g]CoHy005

= 153[g]CsHo0
180,156[91CoH1205 1 mol CoHiy05 1 mol CoHyoOf [91C6H,1005

170[g]CsH;2 06 *
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Rendimiento de la reacciéon 153[g]C¢H1005

rendimiento % = * 100 = 36,17%

* =
Rendimiento teérico 423[g]CeH 105

De esta manera las reacciones de hidrdlisis y sus rendimientos se plasman en la siguiente
figura 35:

Figura 35. Reacciones de hidrdlisis y sus rendimientos

Main Flowsheet HE-101 (RStoic) +

| @ Specifications | @ Reactions |Cnmhust|nn Heat of Reaction |Selectlv|ty | PSD ICnmpnnEntAttr. |Ut||\ty | & Comments

Reacticns

Rxn No. Specification type Molar extent Units Fractional conversion  Fractional Conversion of Stoichiometry
Component

L Frac. conversion kmol/hr 0,36 CELLULOS CELLULOS(CISOLID) + H20 --» GLUCQSE(MIXED)
7 Frac. conversion krnel/hr 0 XYLAN KYLAN(MIXED) + H2O --» XVLOSE(MIXED)

Mew ‘ ‘ Edit | | Delete | | Copy |

Fuente: Autores

El separador (SEP-101) se disefia como un separador de solido se disefia con temperatura
y presion atmosférica. El reactor de fermentacion (FERM-101) se disefia como
estequiométrico operado en condiciones isotérmicas a 37°C [62] , en donde ocurren las
reacciones de produccion de etanol, a partir de glucosa y cuyas conversiones son del
95%[62], [63][61]. Estas reacciones y sus coeficientes se muestran en la figura 36.

Figura 36 Reaccién de unidad fermentadora "FERM-101"

Ne Content Main Flowsheet - 'FERM-101 (RStoic) © | +

| @ Specifications | @ Reactions |C0mbu;t|0n |Heat of Reaction |Se\ectmty |PSD |C0mp0nentAttr. |Ut\\|t3.r |C0mment;

Reactions

Rxn Mo, Specification type Molar extent Units Fractional conversion ~ Fractional Conversion of Stoichiometry
Component

| 0] Frac. conversion krnal/hr 095 GLUCOSE GLUCOSE --» 2 ETHAMOL(MIXED) + 2 CO2{MIXED)

[ New | [ et | | Deete | [ copy |

Los productos obtenidos son sometidos a diferentes etapas de purificacién. El primer paso
es separar el dioxido de carbono (CO;) de la solucion liquida con trazas de etanol,
adaptando los disefios de la simulacién desarrollada por Aspen Plus [61]. La separacion
consta de un separador flash (FLH-101) operado a 30°C y 1 bar. Esta corriente gaseosa
pasa por una torre de absorcion para separar el agua y etanol del CO2, por lo que se
emplea una torre de absorcién (TA-101) de 10 platos para recuperar el etanol de la
corriente gaseosa.

La corriente liquida “TO-DESTI” esta compuesta de una solucién liquida con trazas de agua
y etanol, por lo que ingresa a una torre de destilacion (TD-101) de 9 platos con el fin de
purificar el bioetanol.

En la tabla 36 se muestran las condiciones operativas y de disefio de todos los equipos
gue hacen parte de la linea de produccion:
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Tabla 36 Condiciones operativas de los equipos de la linea de produccion.

Unidad T [°C] P [bar] P condenser P reboiler Numero
[bar] [bar] de platos
HE-101 25 1 - - -
SEP-101 25 1 - - -
FERM-101 37 1 - - -
FLH-101 30 1 - - -
TA-101 - - 4 4.5 10
TD-101 - - 0.9 1 9
TD 102 - - 1 15 10
Mixer - 1 - -

5.3 RESULTADOS DE LA SIMULACION DE LA LINEA DE PRODUCCION EN
ASPEN PLUS®

El montaje del flowsheet se muestra en la figura 37. Para evaluar los resultados, se dividira
la produccién en las etapas principales con las que consta el proceso de simulacion que
son:

- Hidrdlisis enzimatica

- Fermentacion y captura de carbono

- Destilacién
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Figura 37 Diagrama de proceso implementado en Aspen ®

& CO2 to treatment @

ETHANOL

&
)
2K

Liquid solution with high concentration of water directed to water treatment units.

ENZYME

() Tempmue )
D Pressure ()
B Mass e Rate (k)

Solid compounds directed to treatment for organic fertilizer use.¢

cLiquid solution with high concentration of water directed to water treatment units.

Fuente: Autores.
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5.3.1 Resultados de simulacién de hidrélisis enzimatica

La etapa de hidrélisis enziméatica comprende desde la entrada de las materias primas,
hasta el separador (SEP-101) como se puede observar en la figura 38.

Figura 38 Etapa de hidrélisis enzimatica en Aspen plus®

Solid compounds directed to treatment for organic fertilizer uses S0LID

Fuente: Autores.

Teniendo en cuenta las corrientes post hidrélisis y las corrientes que salen del separador,
sus resultados se muestran en la tabla 37. En los resultados es posible observar como el
biorreactor lleva a cabo el proceso de hidrélisis, dando como resultado un producto con
0.714 de fraccion masa liquida y 0.2852 de masa sélida. Evaluando la ruta SOLID-1 en la
cual se tiene la torta post hidrélisis, se ve una materia organicarica en ligninas (MF: 0.1961)
y en proteinas (MF: 0.2575). El liquido que sale a la fermentacion contiene concentraciones
masicas de glucosa, cercanas al 0.07. Esto muestra que a partir de los 10.111 kg de torta
por dia, 1722,5 kg diarios de glucosa se estan formando en el biorreactor de hidrélisis.
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Tabla 37 Resultados de etapa de hidrdlisis enzimatica en Aspen plus®

Stream Name Units POST-HID SOLID-1 TO-FERM
From HE-101 SEP-101 SEP-101
To SEP-101 FERM-101
Stream Class MIXCISLD MIXCISLD MIXCISLD
Temperature C 25 25 25
Pressure bar 1 1 1

Mass Flows |Mass Fractions [Mass Flows |Mass Fractions |Mass Flows | Mass Fractions
CELLULOS kg/hr| 114,838 0,0900333 114,838 0,300583 0 0
GLUCOSE kg/hr| 71,7735 0,0562706 1,43231 0,00374902 70,3412 0,0787294
XYLOSE kg/hr 0 0 0 0 0 0
XYLAN kg/hr| 53,6515 0,0420629 53,6515 0,14043 0 0
ETHANOL kg/hr 0 0 0 0 0 0
H20 kg/hr| 832,736 0,652867 16,6181 0,0434971 816,118 0,913439
NACL kg/hr| 7,13926 0,0055972 0,142471 0,000372912 6,99679 0,00783115
CO2 kg/hr 0 0 0 0 0 0
CELLULAS kg/hr| 7,16196 0,00561499 7,16196 0,0187461 0 0
LIGNIN kg/hr| 74,9717 0,0587545 74,8717 0,196157 0 0
PROTEIN kg/hr 98,361 0,0771153 98,361 0,257456 0 0
EXTRACTI kg/hr| 14,9032 0,0116841 14,9032 0,0390084 0 0
Molar Vapor Fraction 0 0 0
Molar Liquid Fraction 0,886069 0,134351 1
Molar Solid Fraction 0,113931 0,865649 0
Mass Liquid Fraction 0,714735 0,047619 1
Mass Vapor Fraction 0 0 0
Mass Solid Fraction 0,285265 0,952381 0
Mass Flows kg/hr 1275,51 382,05 893,456
Volume Flow I/min 18,9492 4,52834 14,4208

5.3.2 Resultados de simulacion de fermentaciéon y captura de carbono

La etapa de fermentacion comprende desde la entrada de la corriente “TO-FERM” hasta
las corrientes “TO-DESTI y GAS-101". Este ultimo producto sale a la torre de absorcién
como se puede observar en la figura 39.

La fermentacion se lleva a cabo en la unidad (FERM-101) cuyos resultados se plasman en
la tabla 38 junto con los resultados de la corriente “POST-FER” y “GAS-101" que detallan
la composicién de la linea de salida del fermentador.
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Figura 39 Etapa de fermentacion en Aspen plus ®

CO2 to treatment
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Fuente: Autores

Tabla 38 Resultados de proceso de fermentacién en Aspen plus ®

Stream Name Units POST-FERM GAS-101 TO-DESTI
From FERM-101 FLH-101 FLH-101
To FLH-101 TA-101 TA-101
Stream Class MIXCISLD MIXCISLD MIXCISLD
Temperature C 37 30 30
Pressure bar 1 1 1

Mass Flows |Mass Fractio]Mass Flows |Mass Fractio]Mass Flows |Mass Fractions
CELLULOS kg/hr 0 0 0 0 0 0
GLUCOSE kg/hr 3,51706 | 0,00393647 | 5,56850,E-11| 9,94178E-13| 3,51706 0,00419975
XYLOSE kg/hr 0 0 0 0 0 0
XYLAN kg/hr 0 0 0 0 0 0
ETHANOL kg/hr 34,1756 0,0382513 22,5679 0,402917 11,608 0,0138613
H20 kg/hr 816,118 0,913439 0,812154 0,0144999 815,306 0,973564
NACL kg/hr 6,99679 0,00783115 | 4,07147E-30| 7,26903E-32| 6,99679 0,00835493
C0O2 kg/hr 32,6483 0,0365415 32,6311 0,582583 | 0,0171113 2,04E+00
CELLULAS kg/hr 0 0 0 0 0 0
LIGNIN kg/hr 0 0 0 0 0 0
PROTEIN kg/hr 0 0 0 0 0 0
EXTRACTI kg/hr 0 0 0 0 0 0
Molar Vapor Fraction 0,0286216 1 0
Molar Liquid Fraction 0,971378 0 1
Molar Solid Fraction 0 0 0
Mass Liquid Fraction 0,934697 0 1
Mass Vapor Fraction 0,0653033 1 0
Mass Solid Fraction 0 0 0
Mass Flows kg/hr 893,456 56,0111 837,445
Volume Flow |/min 583,644 528,862 14,0159

La solucién post fermentador contiene una solucion con mayor concentracion de agua, y
una concentracion del 3.9% para el etanol y del 3.6% de CO.. Esta corriente contiene vapor
y liquido, predominando este Ultimo con una concentracion masica de 0.934 respecto a
0.66 del vapor. En la linea GAS-101 se observa un contenido netamente gaseoso, con
concentraciones mayoritarias de diéxido de carbono y de etanol. Mientras que en la
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corriente “TO-DEST/” se observa una solucién netamente liquida con el agua como
predominante principal, estando en concentraciones de 0.97.

Es posible observar como el flujo masico del etanol es mayor que en la corriente que sale
a destilacion. Por lo tanto, se realizdé un recobro del etanol en la torre de absorcion “TA-
101" con el fin de separar el diéxido de carbono y el etanol. Los resultados de las corrientes
de salida se plasman en la tabla 39.

Tabla 39 Resultados de recobro de etanol y absorcion de CO; en Aspen plus®

Stream Name Units ETH-101 CO2
From TA-101 TA-101
To MIXER
Stream Class MIXCISLD MIXCISLD
Temperature C 91,6855 44,4895
Pressure bar 4,5 4

Mass Flows |Mass Fractions |Mass Flows |Mass Fractions
CELLULOS kg/hr 0 0 0 0
GLUCOSE kg/hr 0 0 0 0
XYLOSE kg/hr 0 0 0 0
XYLAN kg/hr 0 0 0 0
ETHANOL kg/hr 20,3111 0,949624 2,25679 0,0652974
H20 kg/hr 0,812154 0,0378635 0 0
NACL kg/hr 0 0 0 0
C0O2 kg/hr 0,326311 0,015213 32,3048 0,934703
CELLULAS kg/hr 0 0 0 0
LIGNIN kg/hr 0 0 0 0
PROTEIN kg/hr 0 0 0 0
EXTRACTI kg/hr 0 0 0 0
Molar Vapor Fraction 0 1
Molar Liquid Fraction 1 0
Molar Solid Fraction 0 0
Mass Liquid Fraction 1 0
Mass Vapor Fraction 0 1
Mass Solid Fraction 0 0
Mass Flows kg/hr 21,4495 34,5616
Volume Flow I/min 0,493897 84,274

Como se puede observar en la corriente ETH-101 la fraccion masica de etanol es de 0.94,
y de CO; de 0.015, por lo que esta linea va a un mezclador con el producto de destilacién
de la unidad “TD-101” para su deshidratacién y mayor purificacion de bioetanol. La linea
“CO2” muestra una concentracion de 0.93, y un flujo masico de 32,31 kg/hora de didxido
de carbono. En comparacién con el CO; que se produce en la fermentacién que es de
32,65 kg/hora, la cantidad que se pudo extraer fue el 98.9% del total del producido.

5.3.3 Resultados de simulacién de destilaciéon

Se llevaron a cabo dos etapas de destilacion tal como se observa en la figura 40, pues el
contenido final debe contener un bioetanol con una pureza mayor del 98%.
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Figura 40 Proceso de destilacion y purificacion de etanol en Aspen plus®

¥ { remFiownee (ot

= Liquid solution with high concentration of water directed to water treatment units.

Fuente: Autores.

La primera unidad de destilacion (TD-101) comprende desde la corriente “TO-DESTI” hasta
las corriente “ETH-102" y “REMAIN-1". Los resultados de este proceso, tanto de las
corrientes involucradas como la linea “ETH-103” resultante del mezclador (Mixer), se
muestran en la tabla 40. Como resultado es posible observar como se pasa a tener un
producto con menor concentracion de agua y mayor de etanol. La linea “ETH-102" muestra
una fraccibn masica de 0.58 para el etanol y de 0.41 para el agua siendo estos dos
compuestos los predominantes para esta corriente. Es por esto que este producto se dirige
a un proceso de mezclado en la unidad (Mixer) con la solucién de la linea “ETH-101". El
remanente de la torre de destilacion, contiene un flujo masico de 807,153 kg/hr de agua,
gue comparandolo con el agua que entra a la destilacion que es de 815,306 kg/hr, se
obtuvo una retencion de agua de 99%. Después del mezclado se puede observar que se
obtiene una solucién con una fraccidén masica de 0.77 de etanol, en donde se comprueba
la importancia del recobro de etanol en el proceso de separacion de CO..
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Tabla 40 Resultados de proceso de destilacion de etanol en Aspen plus®

Stream Name Units ETH-102 REMAIN-1 ETH-103
From TD-101 TD-101 MIXER
To MIXER TD-102
Stream Class MIXCISLD MIXCISLD MIXCISLD
Temperature C 58,8638 101,172 69,561
Pressure bar 0,9 1 2

Mass Flows |Mass Fractions |Mass Flows |Mass Fractions |Mass Flows |Mass Fractions
CELLULOS kg/hr 0 0 0 0 0 0
GLUCOSE kg/hr 2,25608E-6 1,14705E-7 3,51706 0,00430073 | 2,25608E-6 | 5,48594E-8
XYLOSE kg/hr 0 0 0 0 0 0
XYLAN kg/hr 0 0 0 0 0 0
ETHANOL kg/hr 11,492 0,584461 0,11608 0,000141945 31,803 0,77357
H20 kg/hr 8,15306 0,41465 807,153 0,987002 8,96521 0,218068
NACL kg/hr 0,00036846 | 1,87395E-5 6,99642 0,00855536 | 0,00036846| 8,96245E-6
CO2 kg/hr 0,017113 0,000870252 7,0035E-9 8,56017E-12 0,343423 0,00835334
CELLULAS kg/hr 0 0 0 0 0 0
LIGNIN kg/hr 0 0 0 0 0 0
PROTEIN kg/hr 0 0 0 0 0 0
EXTRACTI kg/hr 0 0 0 0 0 0
Molar Vapor Fraction 0,0001 0 0,0042997
Molar Liquid Fraction 0,9999 1 0,9957
Molar Solid Fraction 0 0 0
Mass Liquid Fraction 0,999863 1 0,995029
Mass Vapor Fraction 0,000136946 0 0,00497079
Mass Solid Fraction 0 0 0
Mass Flows kg/hr 19,6625 817,182 41,112
Volume Flow I/min 0,42857 14,6628 2,0691

La cantidad de etanol que entra en la linea “ETH-101" y “ETH-102" es de 20,3111 kg/hr y
11,492 kg/hr respectivamente. Esto muestra que se obtiene el 63,9% del total del etanol,
producto del recobro en el CO, y un 36,1% de la primera torre de destilacion.

La segunda unidad de destilacion comprende desde la corriente “ETH-103" hasta
‘EHTANOL” y “REMAIN-2”. Los resultados de estas dos ultimas corrientes se muestran en
la tabla 41. Alli es posible observar como a partir de esta destilaciéon ha sido posible obtener
el etanol en una fraccion mésica de 0,989. El flujo mésico de etanol es de 31,8027 kg/hora,
y en comparacion con el etanol producido en la fermentacion que es de 34,1756 kg/hora,
se obtiene el 93% de la produccion en la linea “POST-FERM”. La linea “REMAIN-2”
contiene una fraccion masica de 0,999 H,O, es por esto que junto con la corriente
‘REMAIN-1", se planea que pasen a un proceso de tratamiento de agua para su
reutilizacion en el proceso.
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Tabla 41 Resultados de proceso de purificacion de etanol en Aspen plus®

Stream Name Units ETHANOL REMAIN-2
From TD-102 TD-102
To
Stream Class MIXCISLD MIXCISLD
Temperature C 32,8419 112,98
Pressure bar 1 1,5

Mass Flows |Mass Fractions |Mass Flows |Mass Fractions
CELLULOS kg/hr 0 0 0 0
GLUCOSE kg/hr 5,22902E-12| 1,62569E-13 | 2,25607E-6 | 2,51802E-7
XYLOSE kg/hr 0 0 0 0
XYLAN kg/hr 0 0 0 0
ETHANOL kg/hr 31,8027 0,989041 0,00031803 ] 3,55066E-5
H20 kg/hr 0,00896521 ] 0,000278812 8,95625 0,999923
NACL kg/hr 8,54008E-10] 2,6559E-11 |0,000368463] 4,11372E-5
CO2 kg/hr 0,343423 0,0106802 | 2,44387E-11| 2,72847E-12
CELLULAS kg/hr 0 0 0 0
LIGNIN kg/hr 0 0 0 0
PROTEIN kg/hr 0 0 0 0
EXTRACTI kg/hr 0 0 0 0
Molar Vapor Fraction 0 0
Molar Liquid Fraction 1 1
Molar Solid Fraction 0 0
Mass Liquid Fraction 1 1
Mass Vapor Fraction 0 0
Mass Solid Fraction 0 0
Mass Flows kg/hr 32,1551 8,95693
Volume Flow |/min 0,677668 0,165052

A partir de 10 toneladas diarias de torta de ricino, es posible obtener 0,771 toneladas
diarias de etanol, lo que traduce a 978,10 litros por dia de etanol. Para obtener un contexto
de la cantidad producida, en Colombia se producen 1°200.000 litros de etanol diarios [64],
entonces a partir del aprovechamiento de este residuo, es posible generar el 0,085% de la
produccién nacional. El impacto podria ser positivo, pues se trata del uso de un residuo
solido producto de un proceso industrial, que en ningn momento compromete la seguridad
alimentaria. Segun la simulacién, se obtuvo un rendimiento del proceso de 0,0771
toneladas de etanol por tonelada de torta de higuerilla, que en comparaciéon con otras
tecnologias como la obtencién de etanol a partir de cascara de arroz en donde utilizan una
retratamiento con acido sulftirico, obtienen un rendimiento de 0,2930 toneladas de etanol
por toneladas de biomasa.[62] En otro estudio realizado en donde evaltan la produccién
de etanol por medio de bagazo de cafia de azucar, con un pretratamiento por medio de
acidos, obtienen un rendimiento de 0,1342 toneladas de etanol por tonelada de biomasa.
Entonces en comparacion, a pesar de tener un rendimiento en la reaccion de hidrdlisis tan
bajo, es posible obtener una mejoria del proceso y aumentar el rendimiento de la
produccion de bioetanol.[65]



86 Produccion de bioetanol a partir del residuo del proceso de extraccion de
aceite de higuerilla (Ricinus communis) y andlisis de sus impactos ambientales

6. Analisis de impactos ambientales

“El Andlisis de Ciclo de Vida (ACV) es una herramienta de gestion medioambiental cuya
finalidad es analizar de forma objetiva, metddica, sistematica y cientifica, el impacto
ambiental originado por un proceso/producto durante su ciclo de vida completo’[66].

El consumo de materias primas, la energia requerida en procesos de manufactura, las
emisiones y residuos obtenidos en cadenas de produccion y los efectos ambientales
generados en el fin de vida de un producto cuando este sea consumido 0 no se pueda
utilizar més, son las consideraciones que se deben contemplar en un andlisis de ciclo de
vida (ACV) completo[67].

6.1 Metodologia

Segun la norma NTC-1SO 14040, la cual explica detalladamente las especificaciones para
realizar un ACV; las cuatro fases esenciales de un proyecto asociado a este estudio son:
objetivos y alcance del estudio, andlisis de inventario, analisis del impacto e interpretacion.

Figura 41 Marco de referencia de un analisis de ciclo de vida[68].

Marco de referencia de un analisis del ciclo de vida
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publicas
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impacto
~— — - J

eDefinicion del objetivo y alcance: En esta fase se indican los objetivos que promueven
el estudio, asi como los limites del sistema a estudiar y la identificacion de los componentes
del ciclo de vida los cuales pueden ser: extraccion, transporte, almacenamiento,
produccion, consumo, reciclaje y disposicion final de los desechos[69].

elnventario de ciclo de vida: “Esta fase consiste en la cuantificacion de las entradas y
salidas del sistema en estudio, en la que se incluye el uso de recursos (materias primas y
energia), las emisiones a la atmésfera, suelo y aguas y la generacion de residuos. Los
datos obtenidos en esta fase son el punto de partida para la Evaluacion de Impacto de
Ciclo de Vida” [70].
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eEvaluacion de impacto: En esta etapa se evalla la significancia de los potenciales
impactos ambientales generados por la entradas y salidas del sistema del producto a
analizar, teniendo respaldo de los resultados obtenidos del analisis del inventario[66].

La Evaluacion de Impacto de Ciclo de Vida consta de tres etapas:

-Clasificacion: En esta fase los datos obtenidos del inventario se ordenan en una categoria
de impacto dependiendo del efecto ambiental esperado.

En esta fase asignan los datos procedentes del inventario a cada categoria de impacto
segun el tipo de efecto ambiental esperado. “Una categoria de impacto es una clase que
representa las consecuencias ambientales generadas por los procesos o sistemas de
productos”[71].

-Caracterizacion y analisis técnico de significancia (o normalizacién): “La caracterizacion
es el célculo de la contribucion potencial de cada compuesto detectado en el andlisis de
inventario a un efecto ambiental”[70].

-Valoracion: La finalidad de esta etapa es determinar las consecuencias ambientales que
causan el menor impacto dentro del analisis de ciclo de vida completo mediante la
comparacion de los perfiles normalizados de cada efecto ambiental obtenidos en la etapa
anterior a esta[70].

einterpretacion: En esta fase se tiene en cuenta los resultados del analisis de inventario
y los de la evaluacion de impacto, con el objetivo de definir en qué fase del ciclo de vida
del producto se obtienen las mayores cargas ambientales y por tanto que etapas del
sistema deben ser mejoradas. Los resultados de la interpretacion generalmente son dados
en forma de conclusiones o recomendaciones.

6.2 Definicidn del objetivo del ACV

El enfoque de este proyecto es el de realizar un andlisis y perfil de impactos ambientales
de la cadena de produccién de bioetanol a partir de Ricinus communis (semilla de
higuerilla) a escala de laboratorio desde el proceso de extraccidn de torta de higuerilla
hasta la obtencion del producto final, comparando la significancia de cada etapa de
produccion respecto a la generacion de emisiones.

6.3 Unidad funcional

La unidad funcional escogida es la produccion de 100 ml de bioetanol obtenidos de la
torta de higuerilla.

6.4 Alcance del ACV
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Es necesario definir los diferentes limites del ACV tanto geogréficos y temporales, ademas,
del sistema bajo estudio, contemplando los distintos procesos involucrados.

el imite geografico: Se establecié en la produccion de bioetanol a escala del laboratorio
del centro de investigacion de biotecnologia, bioética y ambiente (CINBBYA) de la
Universidad Autbnoma de Bucaramanga (UNAB) localizada en la ciudad de Bucaramanga,
Colombia.

el imite temporal: Tiempo de la cadena productiva de bioetanol a partir de torta de
higuerilla, desde la fase de extraccion hasta la obtencién del producto final, despreciando
la fase agricola, la fase de transporte, los procesos de medicion de variables y la
disposicion final de los residuos.

eSistema bajo estudio: En la figura 42 se muestra el diagrama de los procesos para la
obtencion de bioetanol; en un marco rojo se presentan los procesos que se tendran en
cuenta para el andlisis de ciclo de vida con sus respectivas entradas y salidas requeridas
para la etapa de inventario.

Figura 42 Proceso bajo estudio en el ACV
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Fuente: Autores

e Etapas excluidas de la cadena de produccion: La metodologia de siembra de los
hongos Aspergillus niger, Rhizopus spp. y Trichoderma en los medios de cultivo, ademas,
de su posterior inoculacion para la realizacién de la hidrélisis enzimatica no estan
contempladas en el ACV debido a la alta variabilidad de los procesos.

6.5 Inventario de ciclo de vida

En el inventario de ciclo de vida se recopilaron los datos de entrada y salida de cada
proceso principal en la produccion de bioetanol. Los flujos de los procesos se midieron con
el fin de obtener un resultado mas preciso de las cargas ambientales obtenidas en cada
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etapa. Los distintos procesos analizados con sus respectivas entradas y salidas son los

siguientes:

eDesactivacion de la toxina:

Tabla 42 Inventario fase de desactivacion de la toxina

Etapa de desactivacion de la toxina

Materia Valor Unidad
Semilla de higuerilla 1 kg
A 2 L
Entradas gua -
Energia
Horno 0,8 kWh
Estufa eléctrica 0,275 kWh
salida : : : Materia
Semilla sin toxina | 1 | kg

eExtraccion del aceite de higuerilla:

Tabla 43. Inventario fase de extraccion del aceite de higuerilla

Extraccion del aceite de higuerilla

Materia Valor Unidad
Semilla sin toxina 1 kg
Entradas
Energia
Prensa 0166 | kWh
Materia
salida Aceite de higuerilla 0,3434 kg
Torta de higuerilla 0,52 kg
Residuo 0,338 kg
eHidrdlisis enzimatica:
Tabla 44 Inventario fase de hidrélisis enziméatica
Hidrolisis enzimatica
Materia Valor Unidad
Cloruro sédico 8,5 g
Agua destilada 1 L
Enzimas 0,168 kg
Entradas - -
Torta de higuerilla 1 kg
Energia
Bomba 0,42 kWh
Materia
salidas Solucién post hidrolisis 0,7 L
Residuo torta 0,6 kg
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eFermentacion:

Tabla 45. Inventario fase de fermentacién

Fermentacion
Materia Valor Unidad
Levadura 0,0034 kg
Agua destilada 1 L
Entradas Solucidn post
. L 1 kg
hidrolisis
Energia
Bomba 0,252 kWh
Materia
Solucién p'olst 0,25 L
. fermentacién
Salidas
Gases
c0o2 [ 36 g
eDestilacion:
Tabla 46. Inventario fase de destilacion
Destilacion
Materia Valor Unidad
Solucion post
p. 0,25 L
fermentacion
Entradas p
Energia
Agitadora de platos
gitacorage p 1,32 kWh
calientes
. Materia
Salidas -
Bioetanol 0,001 L

6.6 Evaluacion de impacto

El software Sima pro tiene muchos métodos para evaluar los impactos ambientales pero
el mas utilizado y el cual se desarrollard en este proyecto es el método Recipe. El objetivo
principal de este método es transformar la lista de resultados del inventario de ciclo de vida
en un numero limitado de indicadores por puntuacion. Estos indicadores por puntuacion
expresan la severidad relativa en una categoria de impacto ambiental. En este método se
determinan los indicadores en dos niveles:

e 18 indicadores Midpoint
e 3 indicadores Endpoint
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Una diferencia importante entre los métodos de evaluacion de impactos reside en la opcion
de analizar el efecto ultimo del impacto ambiental, “Endpoint”, o bien, considerar los efectos
intermedios, “Midpoint”. Las categorias de impacto ambiental intermedias se hallan mas

cercanas a la intervenciéon ambiental, permitiendo, en general, modelos de calculo que se

ajustan mejor a dicha intervencién. Las categorias de impacto finales son variables que
afectan directamente a la sociedad, por tanto, su eleccion resultaria mas relevante y
comprensible a escala global. Las categorias Midpoint y Endpoint que se analizaran seran
las siguientes (Tabla 47 y Tabla 48):

Tabla 47 Categorias de impacto Midpoint

Recipe Midpoint

Categoria Descripcién Unidad
Cambio climético Se define como los impactos relacionados a la kg CO2
absorcion de la radiacion por la atmosfera, eq
generando un aumento de la temperatura de la
superficie del planeta [69].
Acidificacion Se relaciona con los impactos ambientales kg SO2
terrestre generados por 6xidos de azufre y nitrégeno eq
presentes en la atmosfera que retornan a la
superficie en forma de &cidos, resultando en la
perdida de la neutralidad del agua y el suelo [69].
Eutrofizacion del Se basa en los impactos relacionados a la kg P eq
agua acumulacion de los minerales y materia organica en
ecosistemas acudaticos, generando un crecimiento
de plantas y escasez de niveles de oxigeno [69].
Formacion de Se basa en los impactos ambientales asociados a kg NOX
ozono los compuestos organicos volatiles distribuidos en eq
los NOx y la luz ultravioleta, que generan problemas
para la formacién de ozono [70].
Agotamiento de Este indicador de categoria de impacto esta kg oil eq
recursos fosiles relacionado con el uso de combustibles fosiles.
Dado a la continua demanda y a la limitada cantidad
de alternativas para reemplazarlos, es de vital
importancia controlar y cuantificar la utilizacion de
los mismos [70].
Fuente: [72][73]
Tabla 48 Categorias de impacto Endpoint
Recipe Endpoint
Categoria Descripcion Unidad
Dafio a la salud “En términos generales, se refiere al impacto en los | Daly
humana seres humanos, como resultado de las emisiones de
sustancias toxicas al aire, al agua y al suelo”[74].
Darfio alos “Se refiere al impacto que propicia la pérdida de uno | Species-

ecosistemas

0 varios elementos ambientales o procesos

yr
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el ecosistema que desencadenan un desequilibrio
ecologico”[75].

Agotamiento de
recursos

Esta categoria de impacto esta relacionada con la
salud humanay la estabilidad de los ecosistemas
gue se ven afectados por la extraccion de diferentes
minerales y recursos fésiles[76].

usb

Fuente:[74][75][76].

Las referencias y las potencias de los equipos usados en los procesos de obtencién de
bioetanol son mostradas en la tabla 49:

Tabla 49 Caracteristicas de los equipos utilizados

Caracteristicas equipos

Equipo Referencia Potencia [kW] [Tiempo de uso [min] | Energia [kWh]
Estufa eléctrica 2P HACEB 1,1 15 0,275
Horno Binder serie FD 23 0,8 60 0,8
Prensa de aceite DL-ZYJ10 2 5 0,166
Bomba hidrolisis ELITE 802 0,0035 7200 0,42
Bomba fermentacion ELITE 803 0,0035 4320 0,252
Agitadora de platos calientes SP131010-33 0,44 180 1,32

Fuente: Autores
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7. Resultados de la simulacion de los impactos ambientales
7.1 Categorias de impacto Midpoint

7.1.1 Cambio climatico

Figura 43 Distribucion de impactos en la categoria de cambio climatico

[0.00115 kg CO2 &q

Fuente: Autores.
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El diagrama de barras asociado a la categoria de cambio climatico se muestra en la figura
44:

Figura 44. Diagrama de bloques de los impactos ambientales de la categoria de
calentamiento global.

Fuente: Autores.



95 Produccion de bioetanol a partir del residuo del proceso de extraccion de
aceite de higuerilla (Ricinus communis) y analisis de sus impactos ambientales

7.1.2 Acidificacion terrestre

Figura 45 Distribucion de impactos en la categoria de acidificacion terrestre
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Fuente: Autores.
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El diagrama de barras de los procesos de acidificacion terrestre se muestra en la figura
46:

Figura 46. Diagrama de blogues de los impactos asociados a la categoria de acidificacion
terrestre.

Fuente: Autores
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7.1.3 Eutrofizacién del agua

Figura 47 Distribucion de impactos en la categoria de eutrofizacién del agua
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Fuente: Autores.
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El diagrama de barras de los procesos de la categoria eutrofizacién del agua se muestran
a continuacion (figura 48):

Figura 48. Diagrama de barras de los impactos ambientales de la categoria de
eutrofizacion del agua.
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Fuente: Autores
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7.1.4 Formacién de ozono

Figura 49 Distribucion de impactos en la categoria de formacion de ozono

0,00325 kg NOx oq
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Fuente: Autores.

El diagrama de barras asociado a la categoria formacién de ozono se muestra en la
figura 50:
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Figura 50. Diagrama de barras de los impactos de la categoria de formacién de ozono.

Fuente: Autores
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7.1.5 Agotamiento de recursos fosiles

Figura 51 Distribucion de impactos en la categoria de agotamiento de recursos fésiles
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El diagrama de barras asociado a la categoria de escasez de recursos fosiles se muestra
en la figura 52:

Figura 52. Diagrama de barras de los impactos asociados a la categoria de escasez de
recursos fosiles.

Fuente: Autores
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7.2 Categorias de impacto Endpoint

7.2.1 Daino alasalud humana

Figura 53 Distribucion de impactos en la categoria de dafio a la salud humana
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Fuente: Autores.
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El diagrama de barras asociado a la categoria de dafio a la salud humana se muestra en
la figura 54:

Figura 54. Diagrama de barras de los impactos asociados a la categoria de dafio a la salud
humana.

Fuente: Autores
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7.2.2 Dafo alos ecosistemas

Figura 55 Distribucion de impactos en la categoria de dafio a los ecosistemas

0,076 kg
Focar yoa st IGLO
madst for | Alloc Reg,

6,658 9 guacay

6,312 11 spoaca

Fuente: Autores.
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El diagrama de barras asociado a la categoria de dafio a los ecosistemas se muestra en
la figura 56:

Figura 56. Diagrama de barras de los impactos asociados a la categoria de dafio a los
ecosistemas.

Fuente: Autores.
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7.2.3 Agotamiento de recursos

Figura 57 Distribucion de impactos en la categoria de agotamiento de recursos
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Fuente: Autores.
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El diagrama de barras asociado a la categoria de escasez de recursos se muestra en la
figura 58:

Figura 58. Diagrama de barras asociado a los impactos de la categoria de escasez de
recursos.

LT A S D S L L L s

Fuente: Autores.

De los resultados obtenidos para cada categoria, la energia eléctrica es el aspecto mas
critico en el @mbito ambiental, superando por mucho los valores obtenidos en los demas
procesos. Asi mismo se puede detallar que el calentamiento global es la categoria que
tiene mas impacto en la produccién de bioetanol a partir de torta de higuerilla (escala de
laboratorio), dado que el proceso de fermentacion libera diéxido de carbono al ambiente
por las reacciones quimicas que ocurren, mientras que los otros procesos no se rigen bajo
reacciones que emitan gases como el CO..

La eutrofizaciéon del agua es la categoria en la que mas procesos aportan impactos
ambientales, dado a que la mayoria de los procesos requieren de agua para realizarse,
afectando al final la reutilizacion de la misma.

De las figuras anteriormente mostradas se puede determinar que las categorias de
impactos asociados a la metodologia de evaluacién Recipe Endpoint no tienen una gran
significancia dado a que el perfil de impactos ambientales se desarrollé a una escala de
laboratorio, obteniendo asi valores muy minimos.

La fase de cultivacién no fue tomada en cuenta en esta investigacion, pero los impactos
ambientales asociados a esta fase fueron determinados en el proyecto “Sintesis de
biodiesel a partir de higuerilla (Ricinus communis) y analisis de su ciclo de vida” del autor
Santander Julian [77]. En este proyecto la unidad funcional seleccionada fue un litro de
biodiesel; para obtener un litro de biodiesel se produjo 1,51 kg de torta de higuerilla del
proceso de extraccion de aceite de ricino, generando al final 4,5 kg de CO, equivalentes
en la fase de cultivo.
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En la produccién de bioetanol se requirié de 1 kg de torta de higuerilla, por lo tanto, se
asumio que la fase de cultivo genera 3 kg CO; equivalentes teniendo en cuenta los
resultados obtenidos en el la investigacién de Santander Julidn [77].

El aceite de palma es la materia prima mas usada actualmente en Colombia para la
produccion de biocombustibles; el cultivo de la palma genera altos impactos ambientales,
ademas de producir dafios al suelo. Se realiz6 una comparacion de los impactos
ambientales del cultivo de Ricinus communis respecto a la palma con el fin de verificar la
viabilidad ambiental de esta biomasa.

La produccion de bioetanol a partir de Ricinus communis genera menos impactos
ambientales respecto a la generacién de biodiesel a partir de aceite de palma, como se
demuestra en trabajo realizado por Ashani Mohammadi [78], esto es debido a que el cultivo
de aceite de palma genera graves dafios al suelo mientras que la sirve como fertilizante
reduciendo la acidez de los suelos.
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8. Conclusiones y Recomendaciones

8.1 Conclusiones

Se aislaron los microorganismos Aspergillus niger, Trichoderma spp. y Rhizopus spp. en
medio de cultivo Malta agar con torta de higuerilla, teniendo un periodo de adaptacién de
15, 11 y 10 dias respectivamente.

En el proceso de la hidrélisis enziméatica las concentraciones medidas de celulosa variaron
segun el microorganismo, de la siguiente manera: Aspergillus niger de 55,41% [m/m] a
26,96% [m/m], Trichoderma spp. de 47,8% [m/m] a 13,21% [m/m] y Rhizopus spp. de
55,83% [m/m] a 11,74% [m/m].

En cuanto a la glucosa se registraron concentraciones de 11% [m/m] para Trichoderma
spp., 10% [m/m] para Rhizopus spp. Y 9% [m/m] para Aspergillus niger, mediante el
método colorimétrico de glucosa oxidasa/peroxidasa.

Se replicé el proceso de hidrdlisis enzimatica por Trichoderma spp. y Aspergillus niger.
Para Trichoderma spp se obtuvieron concentraciones de glucosa de 16.8% [m/m] y 15.4%
[m/m] y, para Aspergillus niger 16.4%[m/m].

El pH registrado en los biorreactores disminuyé ligeramente con el tiempo, iniciando con
un pH de 7 y finalizando con un pH promedio de 5.5.

Se realiz6 la activacion de la levadura Saccharomyces cerevisiae durante 8 dias en medio
de cultivo liquido Malta con un flujo de aire de 1.5 L/min. Entre el segundo y tercer dia, se
registraron las mayores concentraciones, siendo estas de 13.4x10° [Cell/ml] y 17,7x10°
[Cell/ml] respectivamente.

La fermentacion alcohdlica se llevo a cabo durante 4 dias, después de la extraccion de la
glucosa en medio acuoso, en donde se adicionaron 250 ml de solucion con la levadura
Saccharomyces cerevisiae a una concentracion de 2.2 x10° [Cell/ml].

De 1 kg de torta de higuerilla se obtuvieron 96,9 [mL], 22,3 [mL] y 4,8 [mL] de solucion
de destilado producto de la accién enzimatica por Aspergillus niger, Trichoderma spp. y
Rhizopus spp., respectivamente, registrando densidades entre 0,96 y 0,97 [g/mL], no
encontrandose diferencia significativa.

El destilado por la ruta de Rhizopus spp. present6 la mayor concentracion de etanol con
10,1% [v/v], mientras por Trichoderma spp. y Aspergillus niger, presentaron
concentraciones de 3,1% y 1,9% [v/v] respectivamente.

Se reporta en esta investigacion un nuevo hallazgo de la capacidad de hidrdlisis enzimética
con las cepas de Rhizopus spp. aislado a partir del proceso de descomposicion de fresas
realizadas en el CINBBYA.
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Se evalud la produccion en el software Aspen plus® teniendo como capacidad 10
toneladas diarias generando aproximadamente 978,2 litros diarios de bioetanol con una
pureza del 98,9%. Se obtuvo un rendimiento de 0,0771 toneladas de etanol por tonelada
de biomasa, y comparandolo con el rendimiento a partir del uso de biomasas como
cascarilla de arroz y bagazo de cafia de azlcar, dan rendimientos de 0,2930 y 0,1342
toneladas de etanol por tonelada de biomasa respectivamente. Es decir, en este estudio
de presenta menor rendimiento en comparacion con otras tecnologias.

El uso de energia eléctrica es la entrada que mas impacta el medio ambiente en todas las
categorias analizadas. Esta entrada representa 2,54 kg de CO; equivalente de los 2,83 kg
de CO2 equivalente totales de la produccion de bioetanol, correspondiendo a un 89,7% del
impacto ambiental.

8.2 Recomendaciones

Realizar mas réplicas del proceso evaluando la cantidad de enzima liberada por los
hongos, con el fin de establecer un rendimiento del proceso de hidrdlisis.

Realizar la simulacion de la cadena completa de produccién de bioetanol, teniendo en
cuenta los procesos de purificacién de agua y de tratamiento del residuo post hidrélisis.

Realizar un analisis econdémico y energético usando el software Aspen Plus, teniendo en
cuenta las entradas y salidas de los procesos descritos previamente.

Realizar un tratamiento al residuo post hidrélisis para su implementacién como abono
organico, dado a que presenta una concentracion de 48,30% de carbono organico, mayor
al exigido por la norma NTC 5167 (15%)

Incluir las fases de transporte y cultivo en el perfil de impactos ambientales.
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ANEXOS

Anexo 1: Tabla para la determinacion de la
densidad de soluciones de etanol y agua.

A continuacion se muestra la tabla 1 de este anexo. Esta tabla esta en este apartado
porque sus valores son los que permiten calcular la concentracion de etanol en funcién de

la densidad de la muestra [44]:

Tabla 1 anexo 1 Determinacion de la concentraciéon en volumen c del etanol, en funcién
de la determinacion de la densidad.

c T2 S - -3
g g g-cm

1,0 71,48 39,67 0,7876
0,9 73,26 41,45 0,8229
0,8 74,65 42 84 0,8505
0,7 76,01 44,20 0,8775
0,6 77.14 4533 0,8999
0,5 78,24 46,43 0,9218
0,4 79,20 47 39 0,9408
0,3 80,01 48,20 0,9569
0,2 80,70 48,89 0,9706
0,1 81,33 49 52 0,9831

0 82,07 50,26 0,9978
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Anexo 2. Datos de hidrdlisis enzimatica,
biorreactor de control.

A continuacién se muestran las graficas de concentracion de celulosa y glucosa
correspondiente y analisis correspondientes a los datos de la tabla 1 del presente anexo.

Concentracion de celulosa vs tiempo

45,8
45,7
45,6
45,5
45,4

% CELULOSA

45,3
45,2
45,1

DiA

Grafica 1 anexo 2. Concentracion de celulosa vs tiempo, Hidrolisis enzimética sin
microrganismos.

% glucosa vs tiempo [dia]

0,92

0,9
0,88
0,86
0,84

% GLUCOSA

0,82
0,8
0,78

DiA

Grafica 2 anexo 1. Concentracion de glucosa vs tiempo, Hidrélisis enzimatica sin
microrganismo

Tabla 1 anexo 2. Datos de hidrélisis enziméatica, Control

dia pH Absorbancia
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wae | T [ | o

glucosa nicial final celulosa
0 7 0,004 0,8 30,2822 30,7397 45,75
4 7 0,004 0,84 30,4174 30,8792 -
6 6 0,03 0,91 29,9943 30,4463 45,2

Las gréaficas anteriormente mostradas describen el proceso esperado de la hidrélisis
enzimatica del reactor de control, el cual es que los valores de glucosa y celulosa se
mantuvieran similares con el paso de los dias, demostrando que la hidrélisis ocurre por la
accion de los microorganismos.

Anexo 3. Imagenes de biorreactores de hidrolisis
enzimatica.

e Biorreactor de hidrdlisis enzimatica con Trichoderma spp:

Figura 1 anexo 3. Hidrdlisis enzimatica con Trichoderma spp.
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Figura 2 anexo 3. Hidrdlisis enzimatica con Trichoderma spp.

Figura 3 anexo 3. Hidrdlisis enzimatica con Rhizopus spp
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Figura 4 anexo 3. Hidrélisis enzimatica con Rhizopus spp.

e Biorreactor de hidrdlisis enzimética con Aspergillus niger
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Figura 5 anexo 3. Hidrdlisis enzimatica con Aspergillus niger.
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Figura 7 anexo 3. Hidrdlisis enzimatica con Aspergillus niger.

ANEXO 4: DATOS DE PROPIEDADES PARA

SIMULACION EN ASPEN PLUS® DE

COMPUESTOS NO DEFINIDOS

A continuacién se muestran los datos para las propiedades de los compuestos no definidos
en Aspen plus y que fueron tomados del ejemplo que muestra aspen [59] y de la base de

datos de PubliChem.

Tabla 1 anexo 4. Datos de hidrélisis enzimética, Control

Compuesto Propiedad Unidades Valor
MW 22,8396
DHSRM J/kmol -73763042,4
PROTEIN .
VSPOLY cum/kmol 0,0152

0
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Cpspol

J/kmol-K

298,15

CELLULAS

MW

24,0156

DHSRM

J/kmol

-713763010.5

VSPOLY

cum/kmol

0,0152

0

0

0

0

298,15

0

EXTRACTI

MW

180.158

DHSRM

J/kmol

-1256900000

VSPOLY

cum/kmol

0,01549

CPSPO1

J/kmol-K

298,15
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ANEXO 5: Informe del analisis de cromatografia



