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Resumen . La dependencia de los paises a los combustibles fosiles es cada vez mayor, pero estos no son renovables. Ademas, el
uso de estos combustibles ha aumentado la emision de gases de efecto invernadero. Colombia debe empezar a buscar otras
alternativas que suplan la deficiencia en combustible, y cuya fuente de obtencion sea renovable y no comprometa los recursos
agricolas usados como alimentos, tal es el caso de la cafia de azucar. Las plantas invasoras se caracterizan por producir eutrofizacion
de las aguas, ocasionando problemas ambientales y de abastecimiento de agua a las ciudades. El manejo que se hace de esta planta
es erradicarla usando diferentes métodos. En este articulo se muestra el aprovechamiento de la planta invasora de cuerpos acuosos,
Elodea sp., para la obtencién de bioetanol. Después de la hidrélisis de los carbohidratos, la detoxificacién, y la fermentacion, la planta
mostré un alto rendimiento en la produccion de bioetanol. Este trabajo es la base para el desarrollo del bioproceso, usando como
sustrato el material lignocelulitico, y ademas, es una alternativa para el manejo de la planta Elodea sp. bomo fuente de energia
carburante.
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Production of Bioethanol from Elodea sp.

Abstract . The dependence of countries on fossil fuels is increasing, but these are not renewable. In addition, the use of these fuels has
increased the emission of greenhouse gases. Colombia must begin to look for other alternatives that overcome the deficiency in fuel, and
whose source of production is renewable and this alternative does not compromise the agricultural resources used as food, such is the
case of sugar cane. Invasive plants are characterized by eutrophication of water, causing environmental and water supply problems to
the cities. The management of this plant is to eradicate it using different methods. This article shows the use of the invading plant of
aqueous bodies, Elodea sp., for the production of bioethanol. After hydrolysis of carbohydrates, detoxification, and fermentation, the plant
showed a high yield in the production of bioethanol. This work is the basis for the development of the bioprocess, using lignocellulose
material as a substrate and, in addition, it is an alternative for the management of the Elodea sp. as a source of fuel energy.

Keywords . Bioethanol, detoxification, Elodea sp., fermentation, yeast, Saccharomyces cerevisiae.

37



1. Introduccion

Existen diferentes fuentes de energia: solar, edlica,
geotérmica, de hidrégeno y biomasa, que son usadas
para suplir la demanda energética a nivel mundial. Los
combustibles fosiles como el petréleo, el diésel o el
aceite crudo son recursos no renovables. Uno de los
mayores problemas econdmicos a nivel mundial y
regional es la importacién de petroleo y sus derivados,
debido a que muchos paises son dependientes de estos
recursos y por ende de los paises que los producen. El
aumento del costo y la disminucion de los combustibles
fésiles, ademas de la inestabilidad politica en muchos
paises, obliga a que se busquen alternativas de
obtencién de energia [1], [2], [3]. EI mayor reto a nivel
mundial, ademas de buscar alternativas para sustituir los
combustibles fésiles, es reducir las emisiones de los
gases emitidos por estos, conservar el medio ambiente,
y contribuir al desarrollo socioeconémico en areas
rurales [1]. Los combustibles fésiles emiten gases como
CO, CO2, NOXx, e Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos,
PAH [1], [2], [3]. Las altas concentraciones de NOXx
causan neumonia, irritacion pulmonar, edemas, asmay
bronquitis. Las emisiones de CO desarrollan tumores en
nifios y fetos. Las emisiones de PAH aumentan la
morbilidad de personas con problemas respiratorios. Los
PAH producen somnolencia, irritacion ocular, flujo nasal
y tos. Las enfermedades pulmonares son causadas por
hidrocarburos originados de la combustion de diésel. El
ozono troposférico, originado por la combustion de NOx
y compuestos organicos volatiles de la combustién del
diésel, afecta la salud y causa dafios al ecosistema,
representado en necrosis del tejido vegetal, ademas de
causar dafio a los seres humanos. La acidificacién de las
lluvias es causada por las emisiones de los NOx y de
sulfuro cuando reaccionan con el vapor de agua de la
atmésfera, formando &cido nitrico, acido nitroso, &cido
sulfarico, &cido sulfhidrico, estos acido perjudican la
vegetacion, los materiales con los que se construyen los
edificios produciendo un envejecimiento de estos, y los
ecosistemas acuaticos y terrestres en general [2], [3], [4],

(5], [6].

La bioenergia se presenta como una opcién para
mitigar el cambio climatico, y, ademas, como fuente
renovable que puede reemplazar los combustibles
fésiles en el mercado energético, usando la bioenergia
en la produccion de calor, electricidad, y combustible
para el transporte. La fuente para la produccion de esta
bioenergia o biocombustible se basa, en la actualidad,
en la utilizacion de fuentes de alimentos como cafia de
azlcar, maiz, trigo, papa, etc, cuyo proceso esta bien
definido y completamente comercializado [7]. En lo que
respecta a Colombia, el alcohol carburante que se
produce, proviene exclusivamente del procesamiento de
cafia de azucar del Valle Geografico del Rio Cauca, una
zona rica cafiera a nivel mundial [8]. Una amplia
variedad de tecnologias de conversion estan siendo
construidas, que son de bajo costo y amigables con el
medio ambiente [9], [10].
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Existen algunas plantas denominadas plantas
invasoras acuaticas. Estas se caracterizan por crecer en
medios acuosos, y rapidamente se distribuyen por todo
el sistema, provocando pérdida de la biodiversidad y
ruptura de la funcionalidad del ecosistema, ya que
disminuye la riqueza, densidad y biodiversidad de las
plantas nativas, aumenta la mortalidad de animales
acuaticos por eutrofizacion de las aguas, y ocasiona
problemas en el abastecimiento del agua a las ciudades,
en caso de encontrarse en represas [11]. La Elodea sp.
es una planta acuatica considerada invasora en muchas
partes del mundo, debido al rapido crecimiento que tiene
en aguas frias de climas tropicales, pues sus raices
estan en la capacidad de crecer en cualquier parte del
tallo, permitiéndole sujetarse con facilidad del suelo [12],
[13], [14], [15]. Debido a los problemas ecolégicos y
econdmicos que esta planta crea, se han implementado
varios métodos de control, tales como reduccion de
nutrientes en el medio, métodos mecanicos como corte,
dragado, y métodos biolégicos como introduccion de
peces herbivoros, o aplicando herbicidas [12]. Esta
planta ha sido usada para remediar metales pesados, y
una alternativa de utilizacion de esta planta es como
fuente de obtencidén de bioetanol [16], [17], [18], [19].

La planta Elodea sp.es considerada una plaga al
obstruir los sistemas de drenaje [19], por lo que este
trabajo muestra una alternativa de utilizacion de esta
planta, y el rendimiento del proceso de fermentacion de
la planta Elodea sp. en la obtencién de bioetanol.

2. Metodologia

La metodologia consistié en secar la planta, obtener
los azucares fermentables detoxificados, someter a
fermentacion y analizar el contenido de etanol obtenido
por espectrofotometria [20], [21], [22], [23]. El etanol
glucosa, sacarosa, fenol, K2Cr207, NaOH anhidro,
H2SO4 y los demés reactivos fueron adquiridos grado
reactivo.

2.1  Microorganismo

La levadura Sacchraromyces cerevisiae deshidratada
fue obtenida comercialmente en la ciudad.

2.2 Medio de Fermentacién

El medio de fermentacion contenia: glucosa 75 g/L;
NH4Cl 10 g/L; NaH:POs 0,5 g/L; NaCl 0,4 giL;
MgCl2*6H20 0,35 g/L; CaCl2*2H20 0,05 g/L; levadura 15
g/L. Se calent6 a 303K y el pH fue llevado entre 5 y 6.

2.3  Recoleccion, acondicionamiento e hidrélisis
de la lignocelulosa

La planta Elodea sp. fue adquirida en una represa del
oriente Antioquefio, fue secada a 323 K por 24 h y
triturada.

Se tomaron 60.0 g de material vegetal y se sometieron
al calentamiento en soxhlet por 2 h en una solucién de
H2S04 0.1 mol/L. La mezcla obtenida se detoxifica para
eliminar compuestos fendlicos.
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2.4  Detoxificacion de los azUcares fermentables

La solucion hidrolizada anteriormente obtenida se
calenté a 333 K, se le adicioné NaOH hasta pH 8.0 y se
agregd Ca(OH)2 sdlido hasta pH 10, para precipitar
compuestos inhibidores de la levadura. La solucién
detoxificada se filtr6 y se llevé a pH entre 5y 6.

2.5 Etapa de fermentacion

Se prepar6 la fermentacion de la planta Elodea sp.
con la solucién de azucares fermentables detoxificada y
el medio de fermentacion hasta un volumen total de 300
mL de tal forma que la concentracion de levadura fuera
0.1g/mL. Se dej6é incubar por 2 dias a temperatura
ambiente. Transcurrido el tiempo se filtr6 el fermento,
para someterlo a destilacion. La fermentacién se realiz6
por triplicado. La fermentacion control se prepar6
adicionando agua en vez del extracto de la planta. El
control se realizé por triplicado.

2.6  Determinacion de carbohidratos

Se determiné por espectrofotometria
(espectrofotometro Genesys 10S UV-Vis, Thermo
Scientific), midiendo el color generado por el
hidroximetilfurfural, HMF, a 430 nm, que se forma al
mezclar la solucion de fenol al 0.05g/mL y H2SOa4
concentrado a la solucién de azlcares. La curva de
calibracion se realiza preparando una solucién stock
compuesta por 1 g/mL de glucosay 1 g/mL de sacarosa,
y realizando diluciones sucesivas. Cada diluciéon de
carbohidrato y la reaccion se prepararon por triplicado.

2.7 Determinacibn de la concentracion de
bioetanol

Se determin6 usando el método espectrofotométrico
indirecto, por determinacion de Cr®* a 600 nm, por
reaccion de oxidacion de 10 ml de bioetanol destilado
con 5 mL de Kz2Cr207 a 0.5mol/lL y 2 mL H2SO4
concentrado a 333 K por media hora. La curva de
calibracion del etanol se realizé a partir de una solucion
stock de 0.1 mL etanol/mL solucién de etanol, con
diluciones sucesivas. Cada dilucion se prepard por
triplicado. Las lecturas se realizaron por triplicado a 301
K.

2.8 Andlisis estadistico

Los resultados de la curva de -calibracion de
carbohidratos y etanol, y de las muestras de la
concentracién de etanol y de carbohidratos en la
fermentacion y en la muestra detoxificada se
presentaron como la Media + SEM del triplicado de las
muestras. Los datos fueron analizados usando el test de
andlisis de varianza de Student Newman Keuls con
GraphPad Prism 5,0 (GraphPad software, 2.007, San
Diego, CA, USA). El valor de P menor de 0.05 fue
considerado como significativo.

3. Resultados y discusion
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3.1 Determinacién de las curvas de calibracion de
carbohidratos y etanol

La curva de calibracion se realiz6 graficando la
absorbancia vs la concentraciéon de carbohidratos. La
Figura 1, muestra la grafica de la curva de calibracién de
carbohidratos, de donde se obtiene la ecuacion.
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Figura 1. Curva de calibracion de carbohidratos

La ecuacion (1) muestra la curva de calibracion de
carbohidratos, para la obtencion de la concentracion de
carbohidratos después de la detoxificaciéon de los
azucares fermentables obtenidos de la planta Elodea sp.
La curva de calibracion arroja un coeficiente de
correlacion de R? = 0.9893, con un valor de P menor de
0.0005, lo que es considerado como significativo.

La curva de calibracién de etanol se realiz6 graficando
la Absorbancia vs la concentracion de etanol. La Figura
2, muestra la gréafica de la curva de calibracion de etanol.
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Figura 2. Curva de calibracion de etanol

La ecuacion (2) muestra la curva de calibracion de
etanol para la obtencién de la concentracion de bioetanol
obtenido de la fermentacién de la planta. Esta ecuacion
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arrojo un coeficiente de correlacion de R2 = 0.9969, con
un valor de P menor de 0.0001, lo que es considerado
como significativo.

v = (02431 + 0.01457 )x + (0.07735 + 0.05712) (1)

v = (0.05955 + 0.001906 )X +(0.04698 + 0.01964)  (2)

3.2 Determinacion de la concentracion de
carbohidratos y etanol

Las concentraciones de etanol obtenido en el
proceso, y carbohidratos residuales se hallaron con las
ecuaciones de las curvas de calibracion. Antes de
realizar la fermentacion se determino la concentracién
de carbohidratos en el extracto fermentable detoxificado.
De acuerdo a las anteriores ecuaciones se obtuvo que
la concentracién de azucares fermentables de la planta
después de la detoxificacion de la solucidn de Elodea sp.
fue 1.96 g/mL, como se muestra en la Tabla 1, y la
concentracion de etanol obtenido fue 0.18%(V/V),
obtenido por la resta entre la concentracién de etanol de
la planta y el control.

Tabla 1. Concentracion de carbohidratos y etanol

Muestra Concentracion
Concentracion de Carbohidratos del 1.2237 +0.1236
Control (g/mL)

Concentracion de Carbohidratos 1.96 + 0.0584
después de la detoxificacion de la

Elodea sp. (g/mL)

Concentracion de Etanol producido por 4.3981 +0.0412
la fermentacién del control (%V/V)

Concentracion de Etanol producido por 4.5782 +0.2300
la fermentacién de la planta (%V/V)

Concentracion de etanol producido por 0.18

la planta Elodea sp. (%V/V)

Rendimiento de la fermentacion 14.0%

El rendimiento en el proceso de fermentacion de la
planta Elodea sp. fue del 14.0% después del proceso de
fermentacion. Este fue determinado con la relacion entre
la concentracion de etanol producido por la planta
Elodea sp. y el etanol teérico que se hubiese producido
por la concentracion de carbohidratos en la planta
después de la detoxificacion, que para este caso seria
1.2738 mL etanol/mL solucion.

El rendimiento en la fermentacién es el esperado
teniendo en cuenta la concentracion de carbohidratos
iniciales de la planta y el contenido de carbohidratos que
tiene las plantas acuaticas. La concentracién de
carbohidratos solubles y almidén reportados en la planta
Elodea nuttalli varia de acuerdo a la época del afio, se
reporta entre 4 mg/g de peso seco y 19 mg/g de peso
seco de carbohidratos, y entre 3 mg/g y 37 mg/g de peso
seco de almidon [24], ademas la concentracion de
carbohidratos solubles varia de acuerdo a la
concentracién de urea del medio en el que se encuentra
la planta, alcanzando una concentracién maxima de 20
mg/g de peso seco al estar en un medio que contiene 5
mg/L de urea [25]. El contenido de proteina es mayor en
estas plantas, 367 mg/g de peso seco, y depende

Ingenierias USBMed, Vol. 8, No. 1, Enero-Junio 2017

igualmente del mes del afio en el cual se determine [24],
por lo tanto es usada como fuente de nutricion [26].

La cantidad de agua obtenida en el proceso de
destilacién es un factor importante a tener en cuenta
para la determinaciéon de la concentracion de etanol
carburante, el etanol debe ser sometido a secado para
la lectura de la concentracién en el espectrofotémetro, y
por ende para ser utilizado como biocombustible.

El contenido de lignina que contiene la planta deberia
ser hidrolizada para aumentar el rendimiento en el
proceso de fermentacion. La hidrdlisis acida usada en
este método poco solubiliza la lignina por lo cual se
somete a hidrdlisis basica. La lignina esta compuesta por
derivados del alcohol cumarilico, compuestos toxicos
para la levadura, por lo que se deben precipitar [22]. La
hidrélisis acida solubiliza y despolimeriza la celulosa y le
hemicelulosa convirtiéndose en la fuente de sustrato
para la levadura [22].

Después de los dos dias de fermentacion se
determiné la concentracion de carbohidratos en el
control y en la planta. La Tabla 2 muestra la
concentracién de carbohidratos sin fermentar del control
y de la planta después de la fermentacion.

Tabla 2. Concentracion de carbohidratos después de la
fermentacion.

Muestra Concentracién (g/mL)
Concentracion de Carbohidratos 0.0023 +0.0434

del Control

Porcentaje de carbohidratos no 0.19%

fermentados en el control

Concentracion de carbohidratos 0.4374 +0.0282

en la planta Elodea sp.

Porcentaje de carbohidratos no 22%

fermentados en la planta Elodea

sp.

El porcentaje de carbohidratos en el control y en los
azucares fermentables, después de la fermentacion, se
calculé comparando los resultados con la concentracion
de carbohidratos iniciales, antes de la fermentacion.
Para el caso del control solo quedd el 0.19% de
carbohidratos sin fermentar después de dos dias de
fermentacion, y el porcentaje de azlcares no
fermentados en la planta Elodea sp. fue del 22%. Estos
resultados muestran que el tiempo de fermentacién no
fue suficiente o la capacidad fermentadora de la
levadura no es suficiente. Se requiere una mayor
activacion de la herramienta bioquimica de la levadura
antes de ser sometida a las condiciones del
experimento.

Es de destacar que el producto de la fermentacion es
toxico para la levadura [15], lo que se debe tener en
cuenta para el redisefio de la fermentacion, y explicaria
el exceso de carbohidratos sin fermentar al final del
proceso. El mismo producto del metabolismo de la
levadura es el responsable de la inhibicién de esta, y por
consiguiente de la fermentacion. Ademas, hasta ahora
no se reporta el uso de esta planta como fuente de
bioetanol. El contenido quimico de las plantas depende
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del sitio y de la época de recoleccion, habria que
recolectar esta planta de otras zonas acuiferas para
determinar el rendimiento en el proceso de fermentacion
en la obtencién de la concentracion de bioetanol [24].

4. Conclusiones

La crisis que la industria del petréleo enfrenta en la
actualidad obliga a que todos los paises busquen
nuevas alternativas para la obtencion de energia.

El porcentaje de etanol obtenido en el proceso de
fermentacion de la planta Elodea sp. muestra a esta
planta como potencial fuente de obtencion de
biocombustible.

Se debe tener en cuenta la cantidad de agua obtenida
en el proceso de destilacion, ya que el poder carburante
del etanol aumenta en ausencia de agua, lo que obliga
a la busqueda de métodos de destilacién y procesos de
secado mas 6ptimos, donde se obtenga menor cantidad
de agua.

Nuestro grupo de investigacion continda en la
busqueda de alternativas renovables de obtencién de
biocombustibles y en la optimizacion del proceso de
fermentacion, y asi contribuir al desarrollo de nuestro
pais.

5. Trabajos futuros

Este trabajo presenta como alternativa de obtencion
de biocombustible, el uso de la planta Elodea sp. Para
obtener un mayor rendimiento en la obtencion de
biocombustible se disefiara un biorreactor para optimizar
la fermentacion. La levadura se inmovilizara en un
soporte apropiado, con el fin de que el mismo etanol
obtenido en la fermentacion y los compuestos toxicos
originados en el proceso, no afecte la viabilidad de la
levadura.
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