UNIVERSIDAD
CATOLICA
TESIS UCSM ¢  DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

Universidad Catdlica de Santa Maria
Facultad de Arquitectura e Ingenierias Civil y del Ambiente

Escuela Profesional de Ingenieria Ambiental

Evaluacion del rendimiento de un sistema de obtencion de bioetanol a partir

de la biomasa de jacinto de agua (Eichhornia crassipes)

Tesis presentada por las Bachilleres:
Lazaro Mamani, Alejandra Yadhira
ORCID: 0009-0008-9949-5491
Paredes Cardenas, Gianella Noemi
ORCID: 0009-0008-3810-1452

para optar el Titulo Profesional de Ingeniera Ambiental
Asesor (a):

Mg. Benegas Llanos, Rosario Carolina
ORCID: 0000-0002-1728-4949

Arequipa - Peru
2024

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UCSM-ERP

UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA
INGENIERIA AMBIENTAL

TITULACION CON TESIS
DICTAMEN APROBACION DE BORRADOR
Arequipa, 11 de Noviembre del 2024

Dictamen: 007236-C-EPIA-2024

Visto el borrador del expediente 007236, presentado por:

2017802312 - PAREDES CARDENAS GIANELLA NOEMI
2017200752 - LAZARO MAMANI ALEJANDRA YADHIRA

Titulado:

EVALUACION DEL RENDIMIENTO DE UN SISTEMA DE OBTENCION DE BIOETANOL A PARTIR DE
LA BIOMASA DE JACINTO DE AGUA (EICHHORNIA CRASSIPES)

Nuestro dictamen es:
APROBADO
Titulo Profesional/Titulo de Segunda Especialidad/Grado Académico a optar:

INGENIERO AMBIENTAL

43297964 - CAMPOS OLAZAVAL LIZBETH MARIANELLA
DICTAMINADOR

46769238 - CHANOVE MANRIQUE ANDREA MARIETA
DICTAMINADOR

29519918 - BEJARANO MEZA MARIA ELIZABETH
DICTAMINADOR




Evaluaciéon del rendimiento de un sistema de obtencidn de

bioetanol a partir de la biomasa de jacinto de agua

(Eichhornia crassipes)

INFORME DE ORIGINALIDAD

19, 18.

INDICE DE SIMILITUD FUENTES DE INTERNET

PUBLICACIONES

TRABAJOS DEL
ESTUDIANTE

FUENTES PRIMARIAS

.

hdl.handle.net

Fuente de Internet

2%

=)

Submitted to Universidad Catodlica de Santa

Maria

Trabajo del estudiante

2%

e

repositorio.uta.edu.ec

Fuente de Internet

(K

-~

es.scribd.com

Fuente de Internet

(K

spooriounce.ecup <1
P <1
sposhonsia.educo <1
[ [coosorounaleducs <1




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM e DE SANTA MARIA

Dedicatoria

Quiero expresar mi gratitud a Dios y a mi familia, en especial a mis padres, Francisco y Mabel, por su
amor incondicional, por ser mi fuente de motivacion constante para seguir adelante y por brindarme
valiosas lecciones de perseverancia. A mis hermanas, Dafne y Daniela, gracias por su carifio y por darme
el aliento necesario para continuar persiguiendo mis suefios. Agradezco a Fernando, por su compafiia,
sus palabras de apoyo y por motivarme a siempre sacar siempre lo mejor de mi. A Alejandra, con quien
llevé a cabo el presente trabajo de investigacion, juntas enfrentamos retos y superamos obstaculos,
gracias por tu constancia y las innumerables horas de trabajo que compartimos en el laboratorio, este
trabajo es el reflejo de nuestro esfuerzo conjunto. A mis amigos del laboratorio E-406, quienes no solo me
brindaron su apoyo en momentos dificiles durante el proceso experimental, sino que también me
brindaron palabras de aliento. Finalmente, agradezco a las personas que contribuyeron a que este
trabajo llegara a buen término. Gracias a cada uno de ustedes, su apoyo ha sido fundamental para
alcanzar este logro.

Gianella Noemi Paredes Cardenas

A mis padres, por comprometerse con mi futuro y pese a su cansancio en sus dias de labor, dejarme su
mayor legado que es mi profesién. A mi padre, Jorge y, mi abuelo Rémulo en el cielo, su espiritu y amor
han sido la motivacién de cada uno de mis logros. A mi fiel compafiero canino Bruce, por acompafiarme

en todas mis noches de desvelo y nunca separarse de mi. A Gianella, el motor de esta investigacion, quien
brindé todo su esfuerzo y dedicacion en la parte experimental para que logremos alcanzar el objetivo
propuesto, y quién me ensefié que la verdadera amistad esta en la correccion y en el impulso a ser mejor.
Al Ing. José Villegas, por sus palabras y correcciones precisas, gracias por su guia y todos los consejos
que llevaré grabados en la memoria a lo largo de mi carrera profesional. Y finalmente, a mi familia,
docentes y amigos cercanos, por sus palabras motivacionales y su apoyo brindado en el momento mas
dificil de mi vida, lo que me animé a concluir con este largo y retador camino.

Alejandra Yadhira Lazaro Mamani

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

Agradecimiento

Agradecemos a la Universidad Catolica de Santa Maria, la
cual, a través del Vicerrectorado de Investigacion, nos
brindé la oportunidad de poder acceder a los Fondos
Internos para la Investigacion en el afio 2020. Asi también,
agradecemos a la Mg. Rosario Benegas Llanos por su apoyo
en la gestion del proyecto y su comprension y paciencia
durante todo el proceso de elaboracion del presente trabajo

de investigacion.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA ,
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

RESUMEN

Las macrdfitas acuaticas vienen siendo consideradas como un problema medioambiental que trae
consigo graves consecuencias debido a su rapida proliferacion lo que afecta negativamente la
biodiversidad acuética y la disponibilidad de agua para el bienestar de los seres humanos, los alimentos
y la produccidn industrial. Sin embargo, muchos ignoran su composicion quimica la cual resulta ser
valiosa dado que su biomasa lignoceluldsica ha demostrado tener un potencial prometedor como
materia prima para la produccion de bioetanol. En ese sentido, la presente investigacion tiene como
objetivo aprovechar la biomasa de Jacinto de Agua (Eichhornia crassipes) para la produccion de
bioetanol. Para ello, la biomasa seca fue sometida a un pretratamiento considerando un disefio
experimental de Box Behnken con tres puntos centrales, el cual estimd el analisis de 45 ensayos en los
que se sometio a la biomasa tamizada en 3 granulometrias (150, 200 y 250 um) a tres concentraciones
de NaOH (1%, 2% y 3%) y con intervalos de exposicion a explosion de vapor con tiempos de 15, 30 y
45 minutos en autoclave. Asimismo, para conocer el cambio estructural en la biomasa pretratada, se
realizaron analisis SEM y FTIR. Seguido a ello, se sometié a un proceso de hidrolisis con H2SO4 al
3% con explosion a vapor durante 30 minutos, la cuantificacion de azlcares reductores se midi6 con el
método DNS. El hidrolizado se inocul6 con Saccharomyces cerevisiae en un sistema anaerobico con
agitacion continua a 120 rpm con una temperatura de 30° C. Durante la fermentacion se monitore6 los
azucares reductores, asi como la concentracion de bioetanol obtenida durante 72 horas. De acuerdo con
los resultados del balance de materia, el rendimiento volumétrico de la concentracion de azlcares
reductores respecto a la concentracion de bioetanol obtenida fue equivalente al 71.35% y con relacion

al rendimiento, en términos de biomasa inicial fue equivalente a 0.12 mi/g.

Palabras claves: macrdfitas, pretratamiento, bioetanol

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM e DE SANTA MARIA

ABSTRACT

Agquatic macrophytes are considered an environmental problem that brings with it serious
consequences due to their rapid proliferation, which negatively affects aquatic biodiversity and the
availability of water for human well-being, food and industrial production. However, many have
ignored their chemical composition, which turns out to be very valuable since their lignocellulosic
biomass has shown promising potential as a raw material for bioethanol production. In this sense,
the present research aims to take advantage of the biomass of Water Hyacinth (Eichhornia
crassipes) for bioethanol production. For this purpose, the dry biomass was subjected to a
pretreatment considering a Box Behnken experimental design with three central points, which
estimated the analysis of 45 tests in which the sieved biomass was subjected to 3 particle sizes
(150, 200 and 250 um) at three concentrations of NaOH (1%, 2% and 3%) and with intervals of
exposure to steam explosion with times of 15, 30 and 45 minutes in an autoclave. Likewise, to
know the structural change in the pretreated biomass, SEM and FTIR analyses were performed.
Following this, it was subjected to a hydrolysis process with 3% H2SO4 with steam explosion for
30 minutes, the quantification of reducing sugars was measured with the DNS method. The
hydrolysate was inoculated with Saccharomyces cerevisiae in an anaerobic system with continuous
stirring at 120 rpm and a temperature of 30° C. During fermentation, reducing sugars were
monitored, as well as the bioethanol concentration obtained for 72 hours. According to the results
of the material balance, the volumetric yield of the concentration of reducing sugars with respect
to the concentration of bioethanol obtained was equivalent to 71.35% and in relation to the yield,

in terms of initial biomass, it was equivalent to 0.12 ml/g.

Keywords: macrophytes, pretreatment, bioethanol

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

L iy ot
A v DE SANTA MARIA
INDICE
DEDICATORIA
AGRADECIMIENTO
RESUMEN
ABSTRACT
INTRODUCCION ....cooiiiaiiritsesseeseeses e ess sttt 1
CAPTTULOD | it 2
1. PLANTEAMIENTO TEORICO ......oiiieeieieeeeeeeeee e ssts s 3
1.1.  Problematica de la INVeStigaCion. ......cccuiirruneriiiiiieiieisiesie e 3
0N (U1 1 T Uod o o ST ORPSPR 4
1.2.1.  Ambientgly S . Nee ™ SR vy B = ol ..o e B 4
1.2.2. ECONGMItE... g o e S I NG TP .ot e reeeaen e 5
1.23. Social... xSl ... NI RN R S 5
0 S - Tox o Tod T g ) - LSO 5
1.3.  Objetivos... ... N ... i@ BB e TR e 6
1.3.1.  ODbjetiVOGENEIAl .......cciieiiiiiiiirieiteitinsesessiseesesseese daasnanness tnge Feshesseessessessessessessensenns 6
1.3.2.  ODbjetiVOS ESPECITICOS ....eivieiiiieiieiiiie ittt ettt nae e esre e 6
14. Hipitcalt” Sr S ... 0 e S L e, o s (TR W ... 6
CAPITULO I1.../... N A= R e B .. .................... 7
2. FUNDAMENTO TEORICO........cooiietieeeeieessesiseessesissssosssssssssssssssses s sssssesssssssssssssssones 8
0 O |V - U oo I =T - | SRR 8
2.1.1.  Sobre Normativas GENEIalES ...........ciiiiiiiiiieierie et 8
N S To o] =30 =T [0 T=] =V g o] SO STRSR 8
2.2.  Antecedentes de 12 INVESTIGACION ........c.iiiiiiiiiiiiieee s 9
P TR |V - U oo T T [ PO PSR 15
2.3.1. Dependencia de los Combustibles FOSIIES ...........ccccoveveiieiieie e 15
2.3.2.  Alternativas Sostenibles de Produccion de Energia ..........cccoevveveveiecciesneeene, 17
2.3.3.  Conversion de Biomasa Lignoceluldsica a Bioetanol............ccccoceovveniiieicnnnnnen, 20
2.3.4.  Procesos para la transformacion de la biomasa lignocelulésica a bioetanol......... 23
2.3.5.  MACKOFITAS ..ottt 30
2.3.6.  Analisis de Varianza (ANOVA) ..ottt 32
2.3.7.  Modelo de Superficie de RESPUESTA. .........ccueieiirierieierie e 32
CAPTTULO T oottt 34
3. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION .....coovveitieeieeeeeeeeeveee e, 35

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE ; - CATOLICA

TESIS UCSM -~  DE SANTA MARIA

3.1, Tipoy nivel de INVESTIGACION.........cccciuiiiieiiccie et sre s 35

3.1.1. Enfoque de 1a iNVESHIACION .........coveiiiiiiiiiececeee e 35

3.1.2.  Tip0 de INVESIZACION ....eviriiiiieeiieiee ettt 35

3.1.3.  Nivel de 1a iNVESTIGACION .......ccooviiiiiiiiieiereer e 35

3.1.4.  Disefio de 1a INVESTIGACION .....cc.ecviiiiiicie et 35

3.1.5.  Campo de iNVESLIJACION .........ccveiieiieieee et 36

316, VANIADIES .. e 36

3.1.7.  Disefio eXPEriMENTaAL........cccoviiiiiiiiiiie e 37

3.1.8.  MaAterialeS Y EUUIPOS ....ccveiieiiieiieiet ettt 39

3.2, Métodos de INVESTIGACION ........c.ccviieeiiiiie ettt sbe e ste e raesteeaesneenre s 42

3.2.1.  Determinacién de lignina y humedad del Jacinto de Agua (Eichhornia crassipes)42

3.2.2.  Establecimiento de condiciones experimentales de pretratamiento alcalino......... 45

3.2.3.  Obtencion de azlcares reductores mediante hidroélisis &cida.............ccccceevevirnnen. 47

3.2.4.  Obtencion de bioetanol a partir de la fermentacion del hidrolizado...................... 48

3.2.5.  Determinacion del rendimiento del bioetanol............cccoooiiiiiiiiniiiiee, 49

CAPITULO IV...o.L. oy ... S RSN e 51

4. RESULTADOS Y DISCUSION........cooiueiceeiciieieisiseetesies e sesastesssassesss s ssses s see s 52

4.1. Determinacion de lignina'y humedad del Jacinto de Agua (Eichhornia crassipes) 52

4.2.  Establecimiento de condiciones experimentales de pretratamiento alcalino........... 54
4.3.  Obtencion de azucares reductores mediante hidradlisis acida..........c.ccccocovereiinnne. 72
4.4.  Obtencién de bioetanol a partir de la fermentacion del hidrolizado........................ 76
4.5,  Determinacion del Rendimiento del bioetanol ... 84
CAPTTULO V ittt s8££ 91
5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES ...t 92
AL CONCIUSIONES ...ttt bbbttt bbbttt bt nn e e 92
B.  RECOMENUACIONES .......oviiiiiitiieiiit ittt 94
REFERENCIAS ...t h ettt bttt b e b e et be e nneene s 95

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM e DE SANTA MARIA

INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Operacionalizacién de Variables 36
Tabla 2. Matriz de disefio experimental 38
Tabla 3. Reactivos utilizados en la investigacion 39
Tabla 4. Resultados de caracterizacion de lignina en la biomasa del jacinto de agua 53
Tabla 5. Concentracion de azlcares reductores después de hidrélisis 55
Tabla 6. Analisis de Varianza ANNOVA 60
Tabla 7. Cuantificacion de azlcares reductores posterior a la hidrolisis &cida diluida de la biomasa..........c..coouverveenn. 72
Tabla 8. Concentracion de azlcares reductores obtenidos a partir de plantas acuaticas 74
Tabla 9. Comportamiento de los azlcares reductores durante el proceso de fermentacion 78
Tabla 10. Resultados de la concentracion de etanol en el proceso de la fermentacién 81
Tabla 11. Evaluacion de concentracién de bioetanol obtenido a partir de plantas acuaticas 82
Tabla 12. Comparacion del rendimiento de etanol con diversas plantas acuaticas 84
Tabla 13. Costos de productos quimicas una planta de produccion de bioetanol 90

INDICE DE FIGURAS

Figura 1. indices de produccion de etanol en el mundo 17
Figura 2. Clasificacién de bioetanol en base a la biomasa utilizada 20
Figura 3. Composicion de la biomasa lignocelulésica 21
Figura 4. Ubicacién de recoleccion de la plantula de Eichhornia crassipes 42
Figura 5. a. Imagen SEM sin pretratamiento, b. imagen SEM después del pretratamiento a condiciones de NaOH
1% y tiempo de pretratamiento de 30 minutos. 58
Figura 6. Espectros infrarrojos por transformada de Fourier comparando biomasa de muestra con pretratamiento y
sin pretratamiento. 59
Figura 7. Gréfica de Superficie 3D y contorno de las variables Concentracion de NaOH y Tiempo de pretratamiento
62

Figura 8. Grafica de Superficie 3D y contorno de las variables Concentracion de NaOH y Tamafio de particula.. 63
Figura 9. Grafica de Superficie 3D y contorno de las variables Tiempo de pretratamiento y Tamafio de particula 63

Figura 10. Gréficas de interaccion de variables durante el pretratamiento 67
Figura 11. Grafica normal de los residuos 69
Figura 12. Grafica de efectos principales. 71
Figura 13. Concentracion de azlcares reductores respecto al tiempo de fermentacion 79
Figura 14. Evolucion de la concentracion de bioetanol durante el proceso de fermentacion del Hidrolizado.......... 81

INDICE DE ANEXOS

Anexo 1. Certificado de identificacion de la planta Eichhornia crassipes 126
Anexo 2. Porcentaje de humedad de las plantas analizadas 127
Anexo 3. Tabla de resultados de caracterizacién de la biomasa (Jacinto de agua) 129
Anexo 4. Panel fotografico de la experimentacion 130
Anexo 5. Resultados de Caracterizacién por Microscopia Electrénica de Barrido 132

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

TESIS UCSM

CATOLICA ,
DE SANTA MARIA

INTRODUCCION

El incremento de gases de combustion emitidos a la atmosfera por la alta demanda mundial de
energia exhorta a proponer fuentes de energia alternativa como la bioenergia, que puede
considerarse un actor potencial en el contexto de la energia renovable. Esta tendencia ha motivado
a investigadores a buscar nuevas fuentes que puedan suministrar energia necesaria para el
desarrollo socioeconémico y al mismo tiempo reducir las emisiones contaminantes. En ese sentido,
los macrdfitos acuaticos invasores han llamado la atencion debido a su capacidad de proliferar
rapidamente y producir mayores cantidades de biomasa a través del secuestro de nutrientes. La
ventaja de este tipo de especies es que pueden crecer en sistemas hidricos sin competir con los
cultivos por el uso de la tierra, presentan altos rendimientos de biomasa por area, no requieren
costos de cultivo y pueden usarse para la fitorremediacion de compuestos organicos peligrosos y
metales pesados del agua contaminante. Ahora bien, el Jacinto de Agua (Eichhornia crassipes), es
una macrdfita flotante altamente productiva y efectiva considerada como maleza invasora que
puede causar un dafo perjudicial en los ecosistemas debido a su notoria propiedad de erradicar el
oxigeno y los minerales disueltos en los cuerpos de agua, disminuir la tasa de biodiversidad y
mejorar la tasa de evapotranspiracion de los ecosistemas acuaticos, asi también se ha reportado
efectos negativos a la salud humana y la economia. Sin embargo, su composicion es rica en
nutrientes como la celulosa y hemicelulosa con un bajo contenido de lignina lo que resulta factible
para la produccion de bioetanol. En base a lo anteriormente referido, nuestra investigacion tuvo
como objetivo evaluar el rendimiento de un sistema de obtencidn de bioetanol a partir de biomasa
de Jacinto de Agua a través de un pretratamiento alcalino mediante la explosién de vapor, seguida

de una hidrolisis acida y fermentacién con inoculo de S. cerevisiae.
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1. PLANTEAMIENTO TEORICO

1.1. Problemética de la Investigacion

Hay evidencia suficiente para afirmar que la capacidad de carga del planeta se ha sobrepasado
debido al incremento de la poblacién mundial (Allam et al., 2020), lo que ha intensificado la
preocupacién por el consumo energético y el agotamiento de los combustibles fésiles cuyas
reservas se han visto comprometidas por métodos de extraccion convencionales (Bote et al., 2020).
Ademas, su quema contribuye significativamente al efecto invernadero, acelerando el

calentamiento global (Laltha et al., 2021).

Por otro lado, el jacinto de agua (Eichhornia crassipes), una planta acuatica invasora, prolifera en
cuerpos de agua como lagos, estanques y rios, creciendo aceleradamente debido a las temperaturas
calidas y aguas ricas en nutrientes (Khan et al., 2019). Este crecimiento alcanza una tasa de
aproximadamente 220 kg/ha/dia (Bronzato et al., 2017), lo que genera grandes cantidades de

biomasa que, al no gestionarse adecuadamente, se convierten en residuos ambientales.

El crecimiento descontrolado del jacinto de agua no solo representa una amenaza ecoldgica, sino
que tambien contribuye a la eutrofizacion de los cuerpos de agua, un proceso que aumenta los
niveles de nutrientes y reduce la cantidad de oxigeno disuelto (OD), impactando negativamente en
la flora y fauna acuética (Struik et al., 2022). Este fendmeno reduce la biodiversidad y contribuye
al estrés hidrico al incrementar la evapotranspiracion, lo que a su vez disminuye la disponibilidad

de agua para actividades esenciales como la agricultura y el consumo humano (Yan et al., 2022).

En el contexto del departamento de Arequipa, la presencia del jacinto de agua y otras especies

vegetales acuaticas, como Lemna minor y Scirpus americanus (junco), ha sido documentada en
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areas como el lago de Tingo y las zonas riberefias de Socabaya, Characato y la laguna de Mejia
(\Valencia, 2023; Ortiz, 2023). La expansion del jacinto de agua en estos ecosistemas ha generado
graves impactos ambientales y econdmicos, afectando la pesca, elevando el desempleo en las
comunidades riberefias y amenazando la seguridad alimentaria (Abdul Wahhab & Al-Kayiem,

2021).

Sin embargo, el jacinto de agua, pese a sus efectos negativos, también ofrece una oportunidad
importante para la produccion de biocombustibles, debido a sus propiedades lignocelulésicas y su
rapida capacidad de crecimiento. El uso de esta biomasa residual para la produccion de bioetanol
no solo contribuye a la recuperacion de los ecosistemas acuéticos a través de la restauracion de la
biodiversidad al eliminar grandes cantidades de esta planta invasora, sino que también impulsa la
economia circular, mejora la calidad del agua, promueve la sostenibilidad de los recursos hidricos
y reduce la dependencia de combustibles fésiles al proporcionar una via hacia una energia mas
limpia y renovable ofreciendo beneficios ecolégicos como socioeconémicos convirtiendo un

residuo problematico en un recurso valioso (Gebrehiwot, Dekebo, & Annisa, 2022).

1.2. Justificacion

1.2.1. Ambiental
El bioetanol ha venido siendo obtenido a partir de biomasa de los residuos generados a partir de

actividades forestales o aquellas relacionadas a la agricultura. Sin embargo, dicha obtencion
depende de la intervencion del suelo a través del empleo de técnicas no sostenibles que arriesgan
la fertilidad y productividad de este recurso (Nawaj Alam et al., 2021). Frente a lo mencionado,
las plantas acuéticas estan siendo consideradas como un recurso energético renovable dado a su

rapido crecimiento y reproduccion (Chen et al., 2021), de esta manera la biomasa de la macrdfita
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E. crassipes rica en hemicelulosa y celulosa, servira para la produccion de bioetanol debido a que
posee un alto potencial para reducir la dependencia de los combustibles fésiles y con ello,
garantizar la menor emision de gases contaminantes a la atmosfera (Bauddh et al., 2017).
Asimismo, la consideracion de esta macrdfita en procesos de conversion a bioenergia permitira

realizar un mejor control de su proliferacion (Sharma & Aggarwal, 2020a).

1.2.2. Econbmica
Al estar caracterizada por un rapido crecimiento y adaptabilidad, la biomasa lignocelulésica de

Jacinto de agua puede ser utilizada de forma eficiente en vista de que su 6ptimo desarrollo no
depende de la adicion de quimicos cominmente usados en cultivos agricolas lo que reduce los
costos de produccion. De esta manera la obtencion de bioetanol a partir de macrofitas, es una
opcion prometedora, factible y rentable debido a su disponibilidad a bajo costo (Gaurav et al.,

2020; Krishnan et al., 2020; Nawaj Alam et al., 2021).

1.2.3. Social

La obtencidn de bioetanol permite tener en consideracion la produccion de energias sostenibles las
cuales aseguran que la poblacion goce de un ambiente con menores afectaciones ambientales.
Sumado a ello, se ha referido que la produccion de bioetanol a gran escala contribuira a la

generacion de empleo (Sharma & Aggarwal, 2020b).

1.2.4. Tecnocientifica
El disefio de un sistema de obtencidn del bioetanol utilizando biomasa de E. crassipes no ha sido

aplicado con anterioridad en la ciudad de Arequipa. Por tal motivo, el presente trabajo de
investigacion pretende aplicar por primera vez en nuestra region este sistema con el fin de generar

conocimiento y a la vez garantizar una mejora continua en cuanto al aprovechamiento de la
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biomasa de especies con rapido crecimiento y adaptabilidad, de manera que impulse el desarrollo

de tecnologias para la produccion de energias sostenibles.

1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo General

Evaluar el rendimiento de un sistema de obtencion de bioetanol a partir de la biomasa de Jacinto

de Agua (Eichhornia crassipes).

1.3.2. Objetivos Especificos

e Determinar el contenido de lignina y humedad en la biomasa de Jacinto de Agua
(Eichhornia crassipes).

e Establecer las condiciones experimentales de pretratamiento alcalino utilizando la biomasa
pulverizada de Jacinto de agua.

e Obtener azUcares reductores mediante hidrolisis &cida a partir de la biomasa pretratada.

e Obtener bioetanol a partir de la fermentacion del hidrolizado utilizando como indculo a S.
cerevisiae.

e Determinar el rendimiento del bioetanol obtenido en la destilacion del fermentado.

1.4. Hipotesis

Dado que la biomasa de Eichhornia crassipes contiene componentes lignocelulésicos que pueden
ser utilizados en la produccion de biocombustibles, es probable que, a partir de procesos de
pretratamiento, hidrélisis y fermentacion de la biomasa, se obtenga bioetanol de segunda
generacion, a fin de sustituir los combustibles convencionales por tecnologias que contribuyan a

mejorar la calidad ambiental en nuestra region.
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2. FUNDAMENTO TEORICO

2.1. Marco Legal

2.1.1. Sobre Normativas Generales
e Ley General del Ambiente-Ley N° 28611

2.1.2. Sobre Bioetanol
e Ley N°28054. Ley de Promocién del Mercado de Biocombustibles.

e Decreto Supremo N° 013-2005-EM. Reglamento de la Ley de Promocién del Mercado de
Biocombustibles.

e DECRETO SUPREMO N° 075-2009-PCM. Decreto Supremo que crea la Comision
Multisectorial sobre Bioenergia.

e DECRETO SUPREMO N° 021-2007-EM. Aprueban Reglamento para la Comercializacion
de Biocombustibles.

e Ordenanza Regional N° 027-2008-GRSM/CR. Ordenanza Regional que crea el "Programa
de Biocombustible de la Region San Martin- PROBIOSAM”.

e Resolucion de Consejo Directivo N° 036-2015-OEFA/CD. Determinan que el OEFA asume
las funciones de seguimiento, supervision, fiscalizacion, control y sancién en materia
ambiental respecto de las actividades de biocombustible (biodiesel 100 y alcohol carburante)
y petroguimica intermedia y final.

e Resolucion Directoral N° 018-2019-INACAL-DN. Aprueban Normas Técnicas Peruanas
sobre envases metalicos de hojalata para pinturas, biocombustibles, muebles y otros.

e Decreto Supremo N° 075-2009-PCM. Decreto Supremo que crea la Comision Multisectorial

sobre Bioenergia.
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2.2. Antecedentes de la investigacion

El uso continuo de combustibles fésiles en diferentes actividades plantea diversos desafios
ambientales en particular en lo que respecta a las emisiones de gases de efecto invernadero los
cuales contribuyen a la degradacion de la calidad ambiental de nuestro planeta (llo et al., 2020).
En ese sentido, el bioetanol estd atrayendo cada vez mas la atencion debido a las ventajas que
posee como ser accesible, econdmico y respetuoso con el medio ambiente (Jelani et al., 2023). Por
ello, hoy en dia se viene utilizando como materia prima a plantas acuaticas consideradas como
malezas que se caracterizan por ser ricas en hemicelulosa y celulosa, compuestos que se convierten
en azucar fermentable (Malherbe et al., 2023). Por ejemplo, un estudio realizado por Whangchai
et al. (2021) utiliz6 biomasa de la lechuga de agua, la cual se recolecto, lavo y cortd en partes
pequefias para secarla a temperatura ambiente. EIl pretratamiento consistio en juntar 10 g de
biomasa con NaOH. Después, se llevo a cabo la hidrolisis y fermentacion, en la que se agrego
celulosa al 1% y se ajusto el pH. Seguido a ello, la muestra de la solucion se prepar6 con 200 ml
y 1% del indculo de la levadura S. cerevisiae; la fue cultivada en un caldo YPD. La cantidad total
de azucar se determind por el método fenol-sulfarico, asimismo, la medicién de etanol se dio por
medio de un ebullometro. De la investigacion se concluyo que la produccion de bioetanol es mayor
cuando se usa biomasa seca. Asi también, se empled la especie Cyperus difformis sometida a un
pretratamiento con NaOH y H202 para la produccion de bioetanol. Previo al pretratamiento, la
planta acuéatica se lavo y secd a temperatura ambiente durante tres dias y en horno a 50°C durante
una noche para posteriormente ser molida y mezclarse con los componentes mencionados. Luego
pasd por un proceso de hidrolisis enzimética con celulasa comercial y para la fermentacion se
utilizo S. cerevisiae. Finalmente, la evaluacion del azicar reductor se realiz con el método de

acido dinitrosalicilico (DNS) (Ramaraj & Unpaprom, 2019). También se comprob6 la produccion
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de etanol a base de pétalos de Rosa hybrida cuyo disefio experimental consider6 en el
pretratamiento cuatro experimentos basados en 10 g de biomasa sometida a diferentes sustratos:
agua normal, agua caliente, NaOH y H2SO a temperaturas diferentes. Como resultados se obtuvo
que el tratamiento acido logrd una produccion de 40.8 g/L de glucosa después de 120 horas de
hidrolisis a 30°C con una concentracion de 1,75 g/L de enzima Accellerase a un pH 5,5 y una
velocidad de agitacion de 120 rpm. Para la fermentacion se consider6 un tiempo de 180 horas con
el mismo pH y temperatura que el anterior proceso logrando alcanzar 29,5 g/ L de bioetanol (Sahu,
2021). Por su parte, Mejica et al. (2021) evaluo el potencial de L. flava para la produccion de
bioetanol haciendo uso de diversos pretratamientos alcalinos. Una vez recolectada, la especie se
lavd y corto en trozos pequefios para secarla y pulverizarla. Después, esta biomasa fue tratada con
CaOal 1%y 2% y NaOH al 2%. La evaluacion de azlcar reductora fue determinada con la adicién
de H2SOy fenol, y el método DNS se utiliz6 para la determinacion del azucar total. En la hidrolisis
enzimatica se utilizé celulosa comercial y el pH se ajusté a 5. Finalmente, se llevé a cabo la
fermentacion con S. cerevisiae al 2% para evaluar el porcentaje de alcohol a traves de un
ebullémetro. Frente al potencial de cuatro especies de plantas flotantes se propuso utilizar su
biomasa para producir bioetanol. Para ello, se incluyeron procesos de sacarificacion optimizados
mediante el uso de una enzima durante 24 horas, luego de ello se procedio a una fermentacién con
S. cerevisiae durante 48 horas. Finalmente se obtuvo concentraciones de etanol de 0.19, 0.17, 0.19
y 0.16 g de etanol/g de biomasa seca para L. punctata, L. aequinoctialis ,S. polyrrhizay W. arrhiza
respectivamente (Faizal et al., 2021). Para finalizar, también se ha reportado el uso de malezas
acuaticas como Lemna gibba, Lemna minor, Pistia stratiotes y Eichhornia sp para la produccion
de bioetanol, las plantas se secaron al aire libre y en un horno caliente a 80°C durante 48 horas,

para después ser triturada. El proceso productivo de Gusain & Suthar (2017) considerd una
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sacarificacion enzimatica usando a-amiloglucosidasa y la fermentacion se dio mediante el uso de
levadura de panaderia. EI rendimiento de L. minor, L. gibba, P. stratiotes y Eichhornia sp. fue de

10.89 g/L, 9.86 ¢g/L, 10.73 g/L y 9.45 g/L respectivamente.

Otra de las malezas acuaticas comunmente utilizadas para la produccion de bioetanol es el
Jacinto de agua (E. crassipes), tal como el estudio de Shanab et al. (2018) donde se traz6 como
objetivo evaluar la produccion de biocombustibles sometiendo a la biomasa seca a un proceso de
extraccion de lipidos, las muestras se hidrolizaron con H2SO4 al 0.70% y se secaron a 105 °C
durante 6 horas, luego de ello se neutralizaron con BaCO3 y se centrifugaron a 5000 rpm durante
10 min. A la solucién acuosa se le agreg6 0.15 gramos de S. cerevisiae a 30°C y se agit6 a 120
rpm tomando muestras a 6 intervalos de tiempo. El porcentaje relativo de contenido de azlcar se
midi6 con un refractémetro y para la confirmacion de la produccidon de etanol se realizé la prueba
de yodoformo logrando producir luego de dos horas un 58.6% de bioetanol. Asi también, para
comprender la viabilidad del Jacinto de agua en la produccion de bioetanol, se realizé una
sacarificacion enzimatica de la fraccion celuldsica de la biomasa seguida de una fermentacién por
S. cerevisiae alcanzando luego de 72 horas, 6.18 g/L de etanol con un rendimiento de 0.408 g/g y
una productividad de 0.086 g/L*h (Shankar et al., 2020). Dentro de este marco, en un estudio, al
comparar el rendimiento del método de hidrdlisis y fermentacion por separado y simultaneo, se
demostré que por el primer método se permite obtener una mayor produccion de azlcares
reductores debido a la temperatura del proceso de hidrélisis y a la vez se realiza una mejor
seleccion de microorganismos para fermentar los azlcares. Con referencia al método simultaneo,

la recirculacion de la levadura es limitada debido a la presencia de residuos de lignina,
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adicionalmente, la diferencia de temperaturas dptimas hace que la hidrdlisis ralentice todo el

proceso (Sharma & Aggarwal, 2020c).

Sin embargo, la bibliografia pone en evidencia que, al someter a la biomasa de E. crassipes
a un pretratamiento, se permite eliminar la lignina dentro de su composicion garantizando una
mayor produccion de bioetanol, por ello, es imprescindible determinar las condiciones dptimas de
pretratamiento en la especie teniendo en cuenta términos de eficiencia de consumo de energia y
proceso ecoldgico de la biomasa lignocelulésica (Rezania et al., 2020). En ese sentido, Das et al.,
(2016a) mediante una combinacion de diferentes metodos de pretratamiento como el &cido y alcali
bajo tratamiento con vapor, seguido de una sacarificacion enzimatica y fermentacion utilizando un
disefio compuesto central, demostraron que el pretratamiento con H2SO4 es el méas eficiente
obteniendo una produccién maxima de etanol en un tiempo de fermentacion equivalente de 37.7
horas mediante la evaluacion e integracion de factores como tiempo, pH y la relacion de
Saccharomyces a Zymomonas. Asimismo, luego de secar la biomasa de E. crassipes a 60° C en el
horno se someti6 a un pretratamiento alcalino con NaOH vy biolégico haciendo uso del hongo
Alternaria alternata. Los espectros de Rayos X mostraron la cristalinidad después de los
pretratamientos aplicados y se demostrd que el tratamiento alcalino fue el que obtuvo mejor
resultado en comparacion al biolégico (Kumar et al., 2021). Paralelamente, el objetivo de un grupo
de investigadores fue analizar el efecto del pretratamiento con agua subcritica utilizada para la
recuperacion de la celulosa de E. crassipes. Primero se determind la concentracion de celulosa y
hemicelulosa obteniendo un equivalente a 25 y 11% respectivamente. Luego de ello, la biomasa
seca fue sometida a H2SO a una concentracion de 1 ml/g a una temperatura de 165°C y 50 bar

durante 30 minutos. Al realizar diversas pruebas tecnoldgicas se obtuvo un contenido de celulosa
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de 69.4% con un rendimiento de 89.9%, de esta manera se evidencia que la degradacion de los
materiales lignocelulésicos mejora el contenido de la celulosa (Nguyen et al., 2017). Otra
investigacion con Jacinto de agua tuvo como objetivo mejorar la produccién de azlcares
reductores a partir de biomasa seca a 60°C, la cual se tritur6 para ser sometida a diferentes
pretratamientos como microbiano, &cido diluido microbiano y el alcalino diluido con microbios.
Luego de ello, la biomasa pretratada se neutralizé y centrifugd a 5000 rpm durante 5 min para
seguidamente ser inoculada con S. cerevisiae y asi iniciar el proceso de fermentacion a 30°C bajo
condiciones de agitacion de 120 rpm. Después, las muestras fermentadas se centrifugaron a 5000
rpm durante 8 minutos y el sobrenadante se utilizé para la determinacién de bioetanol. Los
azucares reductores se midieron con el método DNS y el bioetanol obtenido se midié con
cromatografia de gases. Los resultados evidencian que el pretratamiento con &cido diluido
combinado microbiano es un método prometedor ya que tuvo una produccién de 430.66 mg/g de
azucares reductores (Zhang et al., 2018). Finalmente, se estudiaron los factores que afectan la tasa
de sacarificacion hidrolitica de la lignocelulosa de E. crassipes. Para ello, la biomasa recibié un
pretratamiento fisico, sequido de una hidrélisis con H2SOA4. Para el analisis de la lignocelulosa se
Ilevo a cabo un procedimiento analitico NREL y la estimacion de la cantidad de azucar reductora
se logr6 mediante el método DNS. Finalmente, se utilizd el método de calentamiento por
microondas en las muestras con el objeto de eliminar eficazmente partes de lignina y hemicelulosa
(Linetal., 2018).

Algunos estudios se han planteado analizar la composicion quimica de E. crassipes y con
ello, desarrollar un proceso eficiente para hidrolizar la biomasa en azlcares fermentables
utilizando celulasa. Es asi que Ruan et al. (2016) realiza un pretratamiento la biomasa seca de la

especie con NaOH, luego de ello, ejecuta sacarificacion enzimatica con Trichoderma reesei
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celulosa. Para los métodos analiticos se utilizd espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier y microscopia electronica de barrido. Como resultado se obtuvo que el contenido de
celulosa y hemicelulosa fue de 24.5 y 34.1% respectivamente y ademas de ello, el contenido de
lignina fue el mas bajo. Paralelamente, se planted un disefio experimental utilizando biomasa de
E. crassipes el cual se empled Candida shehatae y S. cerevisiae en procesos de sacarificacion y
fermentacion simultaneas, el sustrato fue sometido a tres pretratamientos: oxidacién himeda, acido
fosforico — acetona y expansion de fibras de amoniaco. También se utilizaron enzimas de celulasa
y hemicelulasa obteniendo asi una concentracion de etanol de 17.97 g/L con celulasa y
hemicelulasa junto con S. cerevisiae y C. shehatae con un pretratamiento de expansion de fibras
de amoniaco (Deka et al., 2018). Para aportar al objetivo, Xiao et al. (2017) pretrataron biomasa
de E. crassipes con reactivo de Fenton y &cido peroxiacético, las temperaturas consideradas fueron
de 40y 25 °C respectivamente durante 24 horas y con una biomasa vegetal de 50 g/L. Luego de
ello, se procedio a una sacarificacion enzimatica con Trichoderma reesei, la temperatura fue de 50
°C a 150 rpm, los experimentos se realizaron por triplicado y los azlcares reductores liberados
durante el proceso de sacarificacion se determinaron por el método DNS demostrando que el
pretratamiento de Fenton presentd una mayor eficacia para aumentar la eliminacion de lignina y
el acceso a los carbohidratos de la biomasa de E. crassipes. Es necesario adicionar que, la
metodologia de una investigacion que pretendia producir azlcares a partir de biomasa de E.
crassipes se baso en seis combinaciones diferentes de carga de celulosa y beta glucosidasa (BGL)
como enzima para la sacarificacion de la biomasa pretratada con &cido o alcali. Las muestras se
analizaron con intervalos de 12 h y los resultados evidenciaron un mejor rendimiento de azlcar

con una mayor carga de celulosa y BGL lo que permitié afirmar que el aumento de la carga de
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enzima puede mejorar la eficiencia de la sacarificacion y ademas de ello, el articulo demostr6 una
eficiencia de casi el 71% en la sacarificacion de la biomasa (Bote et al., 2020).

Resulta preciso recalcar que, la produccidon de bioetanol no solo se ha trabajado con plantas sanas,
sino también con biomasa sometida a fitorremediacion de contaminantes como es el caso de
Carrefio (2021) quien tuvo como propdsito evaluar la capacidad de produccidn de bioetanol a partir
de E. crassipes utilizada en un sistema de fitorremediacion de plomo a partir de experimentos con
concentraciones de 500, 750 mg/l de plomo y un tratamiento de control utilizando dos
biorreactores para la hidrolisis y fermentacién. En el primero, la biomasa seca se hizo reaccionar
con NaOH seguido de H2SO4 y en la fermentacion se utilizo S. cerevisiae. Como resultado se
obtuvo que el tratamiento control lleg6 a producir 10 000 mg/l de bioetanol en 25 horas mientras
que los tratamientos con concentraciones de 500 y 750 mg/l de plomo se obtuvo un 10% y 40%

menos respectivamente.

2.3. Marco Teorico

2.3.1. Dependencia de los Combustibles Fosiles

2.3.1.1. Dependencia de combustibles fésiles a nivel mundial
El incremento de la demanda energética a nivel mundial superara el 300% a finales del

siglo. No obstante, la distribucion de esta no se da de manera equivalente en los diferentes paises.
Segun las estadisticas brindadas por el The World Bank, (2020), la quema de combustibles fosiles
se constituye como la fuente de energia dominante en el mundo dado que dichos combustibles
representan mas del 80% del consumo mundial de energia primaria al resultar esencial para
satisfacer las necesidades energéticas que tiene la poblacion (Wang et al., 2022). Para el afio 2019,
los combustibles fésiles como el gas natural, carbdn y petréleo representaron un 84% del total de

energia primaria consumida, el petréleo por su parte tuvo una produccion baja en el afio 2020 en
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comparacion al afio 2018 debido a la pandemia generada a causa del virus COVID-19. Con
referencia al carbon, la produccion anual tuvo un crecimiento equivalente al 1.5% en China e
Indonesia, pero se ha reportado una reduccion del 0.6% en el consumo del mismo. Finalmente, se
ha percibido un aumento de la utilizacion del gas natural en el consumo de energia primaria

reportandose un equivalente del 24.2% (Looney, 2021).

2.3.1.2. Dependencia de combustibles a nivel nacional

El subsector de los hidrocarburos liquidos, en particular, contribuy6 de manera importante
al desarrollo del pais desde los inicios de la Republica (Organismo Supervisor de la Inversion de
Energia y Mineria, 2015). De esa forma, Garcia (2021) en el Boletin de Politica Comercial y
Ambiental patrocinado por el Programa Regional Seguridad Energética y Cambio Climético en
América Latina (EKLA) report6 que la principal fuente de energia para el Peru fue el gas natural
con un 40% seguido el petrdleo con un 37%. Para el afio 2020, el sector de hidrocarburos tuvo una
produccion de petroleo de 39 677 barriles por dia mientras que la produccién de gas natural fue
equivalente a 1 452. Asi también, con referencia a la demanda de gasolina, GLP y diesel esta ha
sido de 40.2, 56.1y 97.4 miles de barriles diarios respectivamente (Ministerio de Energia y Minas,
2021). Por su parte, Looney (2021) evidencio que para el afio 2020 el consumo de carbdn habia
incrementado un 0.1% haciendo un total del 44.6% como energia primaria. Asimismo, el petréleo
habia alcanzado una produccién y consumo de 131 y 210 miles de barriles respectivamente
mientras que el gas natural tuvo una produccién y consumo de 12.1 y 7.1 billones de metros

clbicos.
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2.3.1.3. Demanda de combustibles fosiles a nivel local
En el reporte semestral del monitoreo del mercado de hidrocarburos se reporté que la

demanda de hidrocarburos liquidos habia evidenciado un 11% en la ciudad de Arequipa. Con
referencia a la distribucion de la demanda de GLP se tuvo una dependencia del 10% a nivel local
(Organismo Supervisor de la Inversion de Energia y Mineria, 2017).
2.3.2. Alternativas Sostenibles de Produccion de Energia
2.3.2.1. Biocombustibles

Se definen como biocombustibles a aquellos que son obtenidos a partir de biomasa de
productos agricolas y forestales, asi como de la parte biodegradable de los residuos industriales y
municipales (Alalwan et al., 2019). Asi también, se ha mencionado que este tipo de energia limpia
presenta como principales ventajas el hecho de ser ecoldgicos, no son téxicos y no producen gases
de efecto invernadero (Thanigaivel et al., 2022). Por tal motivo, las tecnologias de produccién a
escala industrial se estan desarrollando rapidamente (Lin & Lu, 2021).

Figura 1.
indices de produccion de etanol en el mundo

Bioethanol production worldwide

China India Canada

Europe 3%
6%

Nota. El grafico presenta los porcentajes de produccion de bioetanol en el mundo. Tomado de

Vasi¢ et al. (2021).
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e Clases de Biocombustibles
a. Biocombustibles de primera generacién

Son aquellos productos que provienen de cultivos agricolas mediante procesos
termoquimicos o bioguimicos. Sin embargo, presentan algunas limitaciones como el uso de
extensas areas de tierra, elevado costo de la materia prima, alta demanda de agua y el impacto
negativo al ambiente que amenaza a la biodiversidad (Alalwan et al., 2019; Ayodele et al., 2020;
Mostofa, 2019).
b. Biocombustibles de segunda generacion

Se producen a partir de cultivos no comestibles como los residuos bioldgicos y la biomasa
lignocelulosica. Los materiales lignoceluldsicos son uno de los mas abundantes en el mundo, se
pueden cultivar especificamente para la produccion de bioenergia lo que conduce a una alta
productividad. Es preciso mencionar que esta técnica es respetuosa con el medio ambiente dado
que aumenta la eficiencia del uso de la tierra y la calidad del suelo (Sharma & Aggarwal, 2020b).
c. Biocombustibles de tercera generacion

Estos biocombustibles se derivan de microbios y microalgas, los cuales son considerados un

recurso energético alternativo viable que carece de inconvenientes asociados con biocombustibles de

primera y segunda generacion (Hirani et al., 2018).

2.3.2.2. Bioetanol
Es uno de los biocombustibles alternativos més prometedores el cual es obtenido a partir de la

fermentacion de azlcares que se encuentran en la biomasa lignoceluldsica (Ingrao et al., 2021). Sus ventajas
principales son la reduccion de las emisiones gases de efecto invernadero, la materia prima utilizada no
pone en riesgo a la seguridad alimentaria e incluso minimizan el consumo de combustibles fdsiles en el

sector transporte (Faisal & Saeed, 2021).
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e Clasificacion del bioetanol
a) Bioetanol de primera generacion

El bioetanol de primera generacion (1G) generalmente es producido a partir de almidén o
sacarosa de la biomasa de las plantas. EI proceso para la produccion depende del tipo de biomasa,
cabe resaltar que se ha determinado que la materia prima en base de azUcar tiene un mayor
potencial para sustituir los combustibles fosiles debido a su bajo costo de produccién (Ayodele et
al., 2020; Mostofa, 2019).
b) Bioetanol de segunda generacion

El bioetanol de segunda generacion (2G) es producido a partir de biomasa lignocelulésica,
que se encuentra compuesta principalmente de celulosa, hemicelulosa y lignina que son
convertidos en etanol mediante diversos procesos termoquimicos o biolégicos. A su vez, el
bioetanol de 2G se divide por el tipo de materia prima usada la cual se clasifica en residuos
agricolas, forestales y cultivos energéticos (Ayodele et al., 2020; Mostofa, 2019).
c) Bioetanol de tercera generacion

El bioetanol de tercera generacion (3G) es producido a partir de la biomasa de microalgas
y macroalgas dado que estas se pueden convertir de manera directa en energia, sin embargo, la
produccion de bioetanol 3G depende de factores como la tecnologia y el entorno marino. Sus
ventajas refieren al hecho de que para su reproduccion no interfiere con la utilizacion de tierras y
no requieren agua dulce, ademas de ello, su crecimiento es significativamente mayor en
comparacién al de los cultivos agricolas (Jambo et al., 2016; Tan et al., 2020). Asimismo, la
materia prima utilizada para la produccién de bioetanol 3G posee una minima cantidad de lignina
y menos complejidad estructural en comparacién a los materiales lignoceluldsicos (Ocreto et al.,

2021).
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Figura 2.
Clasificacién de bioetanol en base a la biomasa utilizada
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Nota. Se muestra un grafico de los tipos de bioetanol en relacion a las generaciones. Tomado de

de Vasi¢ et al. (2021).

2.3.3. Conversion de Biomasa Lignocelul6sica a Bioetanol

2.3.3.1. Biomasa lignocelulésica
La biomasa lignocelulésica esta compuesta principalmente de celulosa, hemicelulosa y

lignina conectadas a través de enlaces quimicos complejos de lignina-carbohidrato. Se ha
mencionado que los carbohidratos poliméricos y ligninas fendlicas representan alrededor del 70%
de la biomasa. Dentro de los constituyentes menores se tiene a la clorofila, resinas, cenizas vy el
residuo inorganico rico en metales. Sin embargo, las propiedades fisicoquimicas dependen de la
variacion de los componentes que presente la materia prima en estudio (Haldar & Purkait, 2021;

Mankar et al., 2021).
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Figura 3.

Composicion de la biomasa lignoceluldsica
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Nota. En el grafico se muestra los componentes de la biomasa lignoceluldsica antes y después del

pretratamiento. Tomado de Trejo et al. (2022).

e Celulosa

Es un componente basico de la pared celular vegetal y se caracteriza por ser altamente
estable debido a las cadenas poliméricas bien ordenadas y la alta cristalinidad. Asimismo, es una
cadena lineal de homopolisacaridos formada por subunidades de glucosa unidas por enlaces
glucosidicos, sus propiedades dependen del grado de polimerizacion y la longitud de la cadena. Se
ha reportado que las razones mas importantes de la insolubilidad en la mayoria de los disolventes
son los fuertes enlaces H y las fuerzas de Van Der Waals presentes en el compuesto (Devi et al.,

2021; Woiciechowski et al., 2020).

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM e DE SANTA MARIA

e Hemicelulosa

Es una cadena ramificada de heteropolisacaridos habitualmente metilados y acetilados, no
es tan cristalina como la celulosa y su estructura es amorfa. La composicion de hemicelulosa en la
planta puede variar del 20 al 30% en masa seca. Este polimero se asocia tipicamente con otros
componentes de la pared de las células vegetales como celulosa, lignina, compuestos fendlicos y
proteinas mediante enlaces covalentes e hidrogeno, asi como interacciones ionicas e hidrofdbicas.
Se encuentra compuesto de diversos monosacaridos como pentosas, hexosas, acidos urénicos y
algunas trazas de ramnosa y fucosa. La distribucion de estos monosacéridos en la hemicelulosa
depende de la especie vegetal y el tipo celular. Ademas de ello, la diferencia basica con la celulosa
es que esta es un homopolimero de glucosa. La hemicelulosa se divide en tres unidades principales:
glucanos, xilanos y mananos las mismas que son sintetizadas por las glicosiltransferasas ubicadas
en el aparato de Golgi (Huang et al., 2021; Scapini et al., 2021; Woiciechowski et al., 2020).
e Lignina

Es un grupo de polimeros aromaticos que resultan del acoplamiento maltiple y la reduccion
de 4 hidroxifenilpropanoides que se encuentran en estructuras tridimensionales. Este polimero
contribuye al 40% del poder calorifico de la biomasa lignocelulésica y cumple la funcién de
proteger la pared celular de las enzimas de degradacion producidas por muchos microorganismos,
proporcionandole rigidez y resistencia a la descomposicion. Sin embargo, se ha convertido en un
factor limitante significativo en la conversion de biomasa en biocombustibles dado que su
eliminacion requiere mas recursos y un esfuerzo adicional para el proceso de conversion de la
bioenergia (Bhatia et al., 2020; Devi et al., 2021). Ademas, se ha referido que la lignina tiene
caracteristicas menos propiedades hidrofilicas que la celulosa, lo que restringe la absorcion de

agua (Vermaetal., 2021).
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2.3.4. Procesos para la transformacion de la biomasa lignocelulésica a bioetanol

2.3.4.1. Pretratamiento

El pretratamiento es considerado un requisito fundamental para la desintegracion de los
componentes de la biomasa lignocelul6sica lo que permite su 6ptima conversion a bioenergia. La
eficacia de este método depende de su capacidad para deslignificar a la biomasa con el fin de
aumentar la accesibilidad a la celulosa haciéndola mas amorfa, utilizar un bajo consumo de
energia, disminuir la polimerizacién y cristalinidad, evitar la produccién de inhibidores de las
enzimas y aumentar la superficie de la biomasa para la posterior sacarificacion de la lignocelulosa
en biocombustible. Este proceso puede diferir para cada sustrato debido a sus composiciones
bioguimicas Unicas (Sudhakar et al., 2021; Verma et al., 2021).

% Tipos de pretratamiento
e Pretratamientos fisicos

Este tipo de pretratamientos consisten en el aumento del area superficial de la biomasa por
medio de la reduccién de la cristalinidad y el tamafio de las particulas presentes. La extrusion
mecanica, molienda, comprensién, trituracion, secado, ultrasonido y pirélisis son los métodos mas
comunes. Se ha mencionado que, en el pretratamiento térmico, los compuestos complejos se
descomponen en azucares, lo que a su vez mejora el proceso de fermentacion y la generacion del
producto. Por su parte, la trituracion mecanica no produce inhibidores lo que constituye una
ventaja en el proceso de hidrdlisis enzimatica. Sin embargo, los pretratamientos mecanicos no
eliminan la lignina de forma efectiva y ademas, los consumos de energia son mas altos (Kumar et

al., 2020; Sheng et al., 2021; Sudhakar et al., 2021)
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e Pretratamientos quimicos

Estos pretratamientos se utilizan con la finalidad de aumentar la biodegradabilidad de la
celulosa al eliminar la lignina y/o hemicelulosa y también, para disminuir el nivel de
polimerizacion y cristalinidad de la celulosa (Saravanan et al., 2021). El pretratamiento quimico
hace uso de diferentes acidos, alcali, liquidos i6nicos, solventes organicos, entre otros (Das et al.,
2021). Se han reportado dos tipos principales de pretratamientos quimicos.

- Alcalino

Este método tiene como finalidad mejorar la accesibilidad de las enzimas a la celulosa
aumentando la porosidad de la materia prima lo que garantiza una hidrélisis y fermentacién
eficientes de los azucares para la produccion de bioetanol. En el desarrollo de este pretratamiento
se produce la ruptura del complejo carbohidrato de lignina mediante reacciones de solvatacion y
la saponificacion que cristalizan y dilatan la celulosa. Asi también, se eliminan los grupos acetilos
y &cido uronico en la hemicelulosa (Bhatia et al., 2020; Das et al., 2021 Mankar et al., 2021).

- Acido

El pretratamiento acido se basa en la ruptura de los enlaces hidrégeno existentes entre la
celulosa y hemicelulosa con &cidos diluidos y concentrados. (Wu et al., 2022). Este tipo de
pretratamiento mejora la digestibilidad mediante la solubilizacion y precipitaciéon de la lignina
garantizando la disponibilidad de la celulosa para procesos posteriores. Los parametros que afectan
la eficiencia del método pueden ser la proporcion de solido a liquido, el tamafio de la particula de
lignocelulosa, la concentracion del acido, temperaturas y tiempo del pretratamiento (Saravanan et
al., 2021). Los &cidos generalmente usados son el &cido sulfurico, &cido fosforico, acido

clorhidricoy &cido acético (Mankar et al., 2021).
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e Pretratamientos biologicos

El enfoque de pretratamiento bioldgico utiliza microorganismos como bacterias y hongos
para modificar la biomasa lignoceluldsica haciéndola més susceptible a la posterior digestion
enzimatica (Saravanan et al., 2021). Este tipo de pretratamiento posee importantes ventajas como
el poco uso de energia y quimicos, sin embargo, no se ha encontrado un proceso rapido y eficiente

(Das et al., 2021).

e Pretratamiento oxidativo

Este pretratamiento incluye el uso de un oxidante que ayuda en la degradacion de la
lignocelulosa. El peréxido de hidrégeno y el ozono son oxidantes que tienen como funcién mejorar
la accesibilidad de la celulosa mediante la eliminacion de hemicelulosa y lignina. La oxidacion
himeda afecta directamente a los componentes de la biomasa lignocelul6sica, la lignina sufre
oxidacién y escision de manera integral, la hemicelulosa se descompone en azlcares y la celulosa
se degrada en &cidos organicos (Sudhakar et al., 2021). Se ha referido que el tratamiento con
peroxido de hidrégeno es un proceso en el que se descompone parcialmente la lignina y
hemicelulosa y, ademas, facilita el acceso de enzimas como las celulasas a la biomasa

lignoceluldsica (Kumar et al., 2020).

2.3.4.2. Hidrélisis

El desarrollo de este proceso conlleva a la transformacion de las macromoléculas en
productos mas sencillos caracterizados por ser facilmente degradables. Este proceso implica la
transformacion de la celulosa y hemicelulosa en azlcares fermentables como la hexosa y pentosa
(Devi et al., 2021). La celulosa posee una estructura cristalina lo que trae por consecuencia que el

proceso de hidrolisis sea mas complejo que la hemicelulosa (Abo et al., 2019).
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a) Tipos de hidrolisis
e Hidrdlisis &cida

Este tipo de hidrdlisis utiliza diferentes tipos de acido, en primer lugar, se tienen a los
concentrados donde el proceso es sometido a temperaturas bajas lo que permite la solubilizacion
de los polisacéaridos generando como residuo a la lignina y una alta tasa de conversién de azUcar,
sin embargo, requieren de altos costos de operacion y mantenimiento debido a su naturaleza toxica
generado de subproductos indeseables. Por otro lado, se pueden utilizar &cidos diluidos que, a
diferencia de los concentrados, requieren de temperaturas altas para garantizar un mejor
rendimiento obteniendo como residuo lignina y celulosa. Asimismo, en este proceso se producen
inhibidores fendlicos, furfurales y aldehidos (Abo et al., 2019; Amiri & Karimi, 2018; Sharma &
Aggarwal, 2020d).
e Hidrolisis alcalina

En este tipo de hidrolisis la biomasa experimenta un incremento del area superficial interna
y a su vez, evidencia una disminucion del nivel de cristalizacion garantizando asi la separacion de
las uniones estructurales entre la lignina y los carbohidratos. Sin embargo, la efectividad es
dependiente de la cantidad de lignina de la que esté compuesta la materia prima, es preciso resaltar
que en el proceso se pueden formar inhibidores o sufrir la pérdida de productos (Amiri & Karimi,
2018).
e Hidrdlisis enzimatica

Este proceso se basa en la degradacion microbiana de los residuos lignoceluldsicos
mediante la aplicacion de enzimas que permiten la produccion de azucares fermentables y el ahorro

de energia como en el caso de la celulasa. Las enzimas ayudan a liberar los aztcares fermentables
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de la hemicelulosa y la celulosa reduciendo la recalcitrancia de la lignocelulosa para mejorar la
generacion de bioetanol a partir de la biomasa (Offei et al., 2018).

La hidrdlisis enzimatica es un proceso catalitico heterogéneo complejo que involucra
multiples procesos que incluyen la cinética de transferencia de masa molecular y la cinética de
reaccion. En comparacion a la hidrolisis acida, este tipo de hidrolisis puede realizarse en
condiciones suaves y no produce inhibidores lo que reduce el costo operativo (Sharma et al., 2020;
Zhang et al., 2021).

b) Factores que influyen en el proceso de hidrolisis

Son diversos los factores que afectan la hidrdlisis, uno de ellos es la cantidad significativa
de lignina que se encuentra en la biomasa lignoceluldsica. Asimismo, las caracteristicas
estructurales que posee la celulosa como la dimension de las particulas, cristalinidad, grado de
polimerizacion, area superficial accesible afectan el proceso de hidrolisis.

Es importante mencionar que, si la biomasa lignoceluldsica es secada posterior a cualquier
pretratamiento acuoso, los poros de la microestructura de la biomasa podrian presentar alteraciones
ocasionando una disminucion del hidrolizado. Ademas, se ha referido que se obtiene una mayor
concentracion de azUcares reductores mediante la utilizacion de una concentracion alta de sustrato
lo que hace que la hidrolisis sea mas rentable en comparacion a una carga baja a moderada. El
tamafio de particula es un parametro importante en los procesos de produccion de bioetanol dado
que este permite obtener rendimientos adecuados, autores como Vieira et al. (2023) mencionan
que las particulas mas grandes pueden obstaculizar el acceso de los reactivos a las fibras
lignocelulésicas, lo que resulta en bajos contenidos de carbohidratos y altos de lignina, por el
contrario, las particulas mas pequefias pueden favorecer la hidrélisis excesiva de carbohidratos, lo

que también conduce a bajos contenidos de lignina. Ademas de ello, las particulas de menor
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tamafio aumentan la reduccion del grado de cristalinidad y polimerizacién de la celulosa por lo
que contribuyen al aumento del area superficial del sustrato a tratar quimicamente, con la
consiguiente mejora en la homogeneidad y uniformidad del proceso utilizando reacciones mas
eficientes (Codoche & Lopez, 1989). Por lo tanto, Liebl et al. (2019) concluye que la reduccién
del tamafio es un paso previo para lograr la sacarificacion debido a que ha desmostrado una
influencia en el rendimiento de azlcar. Sin embargo, la reducciéon del tamafio de la particula
conlleva a una operacion que demanda mucho esfuerzo y energia (Yang et al., 2023).

Finalmente, con referencia al agua, este resulta ser un factor clave dado que funciona como
reactivo en la escision de los enlaces glucosidicos, asi como medio de reaccion que difunde
enzimas, sustratos y azUcares obtenidos del proceso (Da Silva et al., 2020; Kumar et al., 2018;

Sheng et al., 2021).

2.3.4.3. Fermentacion

La fermentacion es un proceso bioldgico directamente proporcional a la sacarificacion
dado que, cuanto mayor sea la hidrdélisis, mayor sera el rendimiento del bioetanol obtenido. En
este proceso, los microorganismos como las levaduras y bacterias, en condiciones anaerdbicas,
convierten los azUcares reductores en etanol y CO2. Se ha referido que su eficiencia depende de
la naturaleza prima y del microorganismo que se utilice y que, con la finalidad de garantizar un
proceso eficiente, diversos autores han utilizado diversos enfoques como la hidrdlisis y
fermentacion separadas, sacarificacion y fermentacion simultéaneas, sacarificacion simultanea y
co-fermentacion y, bioprocesamiento consolidado (Prasad et al., 2019; Sharma & Aggarwal,

2020b; Sharma et al., 2020c).
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e Saccharomyces cerevisiae

Este organismo se considera el mejor fermentador de la hexosa, por lo que suele emplearse
en producir alcohol. Se caracteriza por presentar una alta productividad y en comparacion a otros
organismaos, tiene la capacidad de sobrevivir a altas concentraciones de inhibidores presentes en la
biomasa hidrolizada, ademas de ello, es tolerante al estrés y presenta una alta resistencia a la
infeccion por bacteriéfagos (Sharma & Arora, 2020). En condiciones anaerdbicas, esta levadura
produce etanol a partir del &cido piravico generado a partir del catabolismo del azUcar, dicho acido
se convierte a través del acetaldehido en etanol regenerando NAD+ para permitir la glucolisis y la
produccion de ATP (Favaro et al., 2019).
e Factores que limitan a la fermentacion
En el proceso de fermentacion, a una temperatura alta el crecimiento de las células disminuye de
manera significativa, este fendmeno da como resultado un cambio en la actividad de transporte o
el nivel de saturacion de compuestos solubles y disolventes en las células que podria aumentar la
acumulacion de toxinas dentro de las células incluido el etanol. En consideracion a la influencia
del pH, este juega un papel importante en la determinacion de la via de fermentacion utilizada en
los procesos de produccién de etanol anaerdbico ya que los valores 6ptimos de este parametro se
encuentran en un intervalo comprendido de 4.0 a 5.0. Dado que cuando el pH es inferior a 4.0, el
tiempo de incubacién para la concentracion maxima de etanol se prolonga, sin embargo, cuando
el valor del pH se encuentra por encima de 5.0 la cantidad de etanol producido disminuye. Por otro
lado, las elevadas concentraciones de sustrato inhiben el proceso de fermentacion de etanol.
Finalmente, la eficiencia de este proceso depende también de la hidrélisis y la eleccion de
microorganismos apropiados con el fin de reducir la produccion de sustancias toxicas inhibidoras

consiguiendo asi, un alto rendimiento de etanol (Prasad et al., 2019).
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2.3.4.4. Destilacion

La destilacion es el proceso que demanda un mayor consumo de energia en la produccion
de bioetanol. Este proceso comienza con la entrada de la biomasa fermentada para posteriormente,
ser calentada mediante un intercambiador de calor. En la parte inferior de la destilacion, el etanol
se condensa, una parte queda como el reflujo y otra como el producto rico en etanol (Gavahian et
al., 2019; Pataro et al., 2020).

e Destilacion simple

La destilacion simple es un proceso que implica la evaporacion controlada y la posterior
condensacion de un componente especifico de una mezcla liquida. Esta técnica de separacion
permite incrementar la concentracion de un determinado componente o extraer componentes casi
puros de la mezcla. El principio de la destilacion se basa en la diferencia de puntos de ebullicion

entre los componentes, lo que hace que uno de ellos se transforme en vapor. (Silvestre et al., 2019).

2.3.5. Macréfitas

Las macrdfitas son organismos fotosintéticos vasculares que cuentan con celulas
especializadas denominadas traqueidas las cuales le permiten el transporte de agua y nutrientes.
Se desarrollan en ecosistemas dulceacuicolas donde el agua fluye a velocidades bajas y tienen una
alta disponibilidad de luz. Se reproducen rapidamente por medio de semillas, propagacién
vegetativa y clonal. Estas plantas se clasifican en cuatro categorias: flotantes, emergentes,
sumergidas y plantas de hojas flotantes. En referencia a su distribucion, las macrofitas se
encuentran extendidas alrededor del mundo desde los trépicos hasta en las zonas templadas, sin
embargo, debido a su rapido crecimiento y desarrollo son consideradas malezas. Por otro lado, son
denominadas “holobiontes” a raiz de que brindan habitat a muchos organismos, cumplen diversas

funciones como el control de la erosion, regulacion de la temperatura, estabilizacion del oxigeno
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y absorcion de metales pesados y COP; por ende, son utilizadas en muchos sistemas de
fitorremediacion. Sin embargo, debido a su rapida reproduccién, llegan a cubrir la superficie de
los cuerpos de agua impidiendo el paso de los rayos solares teniendo como consecuencia la
disminucion del oxigeno disuelto afectando la flora y fauna del ecosistema. Asi también, el
desarrollo de la especie afecta la situacion econdémica a través del aumento de las tasas de
desempleo y pone en riesgo la seguridad alimentaria de las comunidades aledafias a los
ecosistemas (Ankit et al., 2020; Kochi et al., 2020; Kurniawan et al., 2021; Martinez-Soto et al.,

2021).

2.3.5. Jacinto de Agua

a) Descripcion morfoldgica de Jacinto de Agua

Eichhornia crassipes es una macrdfita acudtica monocotiledonea que flota libremente sobre la
superficie de los cuerpos de agua dulce con un ligero movimiento, su método de reproduccion
puede ser vegetativo, pero también, sexual. Sus semillas pueden llegar a sobrevivir en estado
latente hasta 20 afios. Su sistema de raices estéa categorizado como no enraizado lo que le da paso
a la accion depuradora reteniendo en sus tejidos a metales pesados, compuestos organicos,
colorantes, entre otros parametros con ayuda de la asociacion de microorganismos (Sindhu et al.,
2017). Es importante mencionar que esta especie esta compuesta entre un 18-35% de celulosa, 18-
49% de hemicelulosa 'y 3-9% de lignina; es decir, contiene baja cantidad de lignina y alto contenido
de celulosa (Guo et al., 2022).

b) Descripcion taxondémica de Jacinto de Agua

» Reino: Plantae

> Division: Magnoliophyta

» Clase: Liliopsia
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» Orden: Commelinales
» Género: Eichhornia

» Especie: E. Crassipes

2.3.6. Anélisis de Varianza (ANOVA)

El andlisis de varianza (ANOVA) es un procedimiento estadistico que puede ser utilizado
para probar la hipotesis inicialmente planteada. Su aplicacion puede darse cuando se tienen una
variable de medicion y dos o mas variables nominales que se encuentran en combinacion con un
solo valor de la variable nominal de mas alto nivel.

Para aplicar ANOVA se tienen que cumplir que los tratamientos y los efectos ambientales sean
aditivos y los errores experimentales aleatorios, independientes y normalmente distribuidos
alrededor de la media cero y con una varianza comun. Por lo tanto, se necesita la replicacion para
estimar el error experimental y la aleatorizacion para tener la probabilidad o el nivel de
significancia correctos. El analisis ANOVA clasifica la variacion total en dos fuentes

independientes: variacion entre tratamientos y variacion dentro de los tratamientos (Ahmed, 2020).

2.3.7. Modelo de Superficie de Respuesta

La metodologia de superficie de respuesta (RSM) consiste en un grupo de técnicas
matematicas y estadisticas utilizadas en el desarrollo de una relacion funcional adecuada entre una
respuesta de interés, y, y una serie de variables de control asociadas denotadas por X1, Xo. .. , Xk. En
general, dicha relacion se desconoce, pero puede aproximarse mediante un modelo polinomial de
bajo grado de la forma.

El proposito de considerar este modelo en el anélisis de un ensayo responde al hecho de:
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e Establecer una relacion aproximada, entre y y X1, X2, ..., Xk que pueda usarse para predecir
valores de respuesta para configuraciones dadas de las variables de control.

e Determinar a través de pruebas de hipotesis, la significancia de los factores cuyos niveles estan
representados por X1, X2, ..., Xk

e Determinar los ajustes 6ptimos de X1, Xz, ..., Xk que dan como resultado la respuesta maxima (o

minima) en una determinada region de interés.
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CAPITULO Il1
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3. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

3.1. Tipoy nivel de investigacion

3.1.1. Enfoque de la investigacion

El enfoque de la presente investigacion es cuantitativo debido a que se utilizara la
observacion del proceso en forma de recoleccion de datos para seguidamente analizarlos por medio

de la estadistica a fin de comprobar la hipdtesis planteada.

3.1.2. Tipo de investigacién

El tipo de investigacion se concibe como aplicada cientifica esto a razon de que, la misma,
se utiliza con el objeto de realizar la medicion de variables especificas para pronosticar un

determinado comportamiento.

3.1.3. Nivel de la investigacion

El nivel de la investigacion es exploratorio ya que se evaluara la eficiencia en la produccion

de bioetanol a partir de biomasa seca de la especie Eichhornia crassipes (Jacinto de Agua).

3.1.4. Disefio de la investigacion

El disefio que presenta esta investigacion es experimental para lo cual se empled un Box
Behnken con 3 puntos centrales para determinar los valores dptimos de las variables intervinientes
en el proceso de produccion de bioetanol a partir de biomasa seca de Eichhornia crassipes (Jacinto

de Agua).
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3.1.5. Campo de investigacion

La unidad de analisis de la presente investigacion es la plantula, Eichhornia crassipes

(Jacinto de Agua), la cual sera sometida a pretratamiento, hidrolisis, fermentacién y destilacion.

3.1.6. Variables

Las variables de estudio en esta investigacion se mencionan a continuacion:

e Variable independiente: Condiciones del pretratamiento de la biomasa pretratada
e Variable dependiente: Rendimiento del bioetanol

Tabla 1.

Operacionalizacion de Variables

Unidad
N . : . Instrumento De
Contextualizacion Dimensiones Indicadores ! De
Medida .
Medida
Concentracion de
- % p/v
) A\ NaOH
Variable Establecimiento de :
. . - Tiempos de ) .
independiente: las condiciones de i Cronémetro min
. . . pretratamiento
Biomasa de jacinto de pretratamiento de la —
agua biomasa o eioN
particula de Tamices ASTM pum
biomasa
. Concentracion de  Espectrofotometro
Variable . P .. g/L
. azUcares reductores UV visible
dependiente: _— — ;
. Rendimiento de  Concentracion de  Espectrofotometro
Evaluacion del i .. g/L
. bioetanol etanol UV visible
rendimiento del -
. VVolumen obtenido
bioetanol Probeta graduada ml
de etanol

Nota. Elaboracion propia
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3.1.7. Disefio experimental

El disefio experimental utilizado en la investigacion es el Box Behnken con tres puntos
centrales, que es una técnica estadistica sistematica que resulta util para la modelizacion y analisis
en aplicaciones en las que una respuesta de interés es influenciada por distintas variables y cuyo
objetivo es encontrar los valores Optimos para las variables independientes que maximizan,
minimizan o cumplen ciertas restricciones en la variable respuesta.

El disefio Box Behnken planteado considera tres puntos centrales y tres variables de estudio
las cuales son: Tamafio de la particula, Concentracion de Hidréxido de Sodio y Tiempo de
Explosion a Vapor (Tabla 2).

e Orden de la experimentacion: Modelo de primer orden
e Numero de experimentos: 45
e Modelo matemaético que describe el experimento:
2.9425 + —0.746114 x A+ 0.0111541 * B+ —0.00821672 * C+ 0.00235941 x AB +
0.000827224 * AC+ 0.000122075 *BC + 0.0569499 * A? + —0.000624586 * B2 +
7.17429¢ — 06 * C2 (1)
Donde:
A: Concentracion de NaOH
B: Tiempo de pretratamiento
C: Tamario de particula
AB: Concentracion de NaOH * Tiempo de pretratamiento
AC: Concentracion de NaOH * Tamafio de particula

BC: Tiempo de pretratamiento * Tamafio de particula
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Tabla 2.

Matriz de disefio experimental

Variables naturales
Tiempo de

Variable de Respuesta Y

Pl;lue%(;s Bloques Co%cr?r&t}rac preg\a&ami ngﬁgage [Azm]care(sg ;rﬁt)jucto res]
NaOH (%) (min) (um)
1 1 1 45 200 Y1
2 1 1 15 200 Y2
3 1 2 30 200 Y3
4 1 1 30 250 Y4
5 1 3 30 250 Y5
6 1 2 45 250 Y6
7 1 3 30 150 Y7
8 1 3 15 200 Y8
9 1 2 15 150 Y9
10 1 3 45 200 Y10
11 1 2 30 200 Y11
12 1 2 15 250 Y12
13 1 2 45 150 Y13
14 1 1 30 150 Y14
15 1 2 30 200 Y15
16 2 1 45 200 Y16
17 2 1 15 200 Y17
18 2 2 30 200 Y18
19 2 1 30 250 Y19
20 2 3 30 250 Y20
21 2 2 45 250 Y21
22 2 3 30 150 Y22
23 2 3 15 200 Y23
24 2 2 15 150 Y24
25 2 3 45 200 Y25
26 2 2 30 200 Y26
27 2 2 15 250 Y27
28 2 2 45 150 Y28
29 2 1 30 150 Y29
30 2 2 30 200 Y30
31 3 1 45 200 Y31
32 3 1 15 200 Y32
33 3 2 30 200 Y33
34 3 1 30 250 Y34
35 3 3 30 250 Y35
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36 3 2 45 250 Y36
37 3 3 30 150 Y37
38 3 3 15 200 Y38
39 3 2 15 150 Y39
40 3 3 45 200 Y40
41 3 2 30 200 Y41
42 3 2 15 250 Y42
43 3 2 45 150 Y43
44 3 1 30 150 Y44
45 3 2 30 200 Y45

Nota. Elaboracion propia

3.1.8. Materiales y equipos

Para el desarrollo del trabajo se emplearon los materiales, reactivos y equipos detallados a
continuacion:
a. Reactivos:

Tabla 3.

Reactivos utilizados en la investigacién

Reactivo Concentracion
Hidroxido de sodio 1,2, 3%
Acido sulfurico 3%
Fenol -

Acido 3,5 dinitrosalicilico -
Tartrato de sodio y potasio -
Caldo y Agar Saboraud -

Alcohol 96%

Nota. Elaboracién propia
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b. Equipos:
e Espectrofotometro (UV-visible) Thermoscientific - Evolution 201
e Balanza analitica Marca Sartorius, Modelo Entris 224-1S
e Autoclave
e Estufa
e Agitador magnéetico con calentador
e Micropipetas
e Cocina Eléctrica
e Incubadora
e Bafio termostatico
e Horno Esterilizador
e Equipo Soxhlet
e Centrifuga
e Camara de Neubauer
e Microscopio

e Equipo de filtracién al vacio

c. Materiales:
e Pipetas
e Probetas (mL)
e Fiolas
e Papel Filtro rapido y lento
e Material de refrigeracion (cooler)

e Envases para muestreo
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e Vasos de Precipitado (5 mL, 10 mL, 50mL y 100mL)
e Pizetas

e Bagueta de vidrio

e Embudo de vidrio

e Frascos de vidrio &mbar (120, 250, 500 y 1000 mL)
e Frascos de vidrio Duran

e Papel indicador pH

e Tubos conicos de centrifuga
e Filtros de jeringa

e Llaves de tres vias

e Guantes quirdrgicos

e Microtubo Eppendorf (2 mL)
e Placas Petri

e Gasa esteril 10x10

e Matraz Erlenmeyer (250 ml)
e Papel aluminio

e Tubos de ensayo

e Cradilla

e Tripode

e Mechero

e Algodon

e Suero fisioldgico

e Levadura Saccharomyces cerevisiae
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e Matraces de filtracion
e Varillas agitadoras
e Crisoles filtrantes

e Jeringas desechables

3.2. Métodos de Investigacion

3.2.1. Determinacion de lignina y humedad del Jacinto de Agua (Eichhornia crassipes)

3.3.1.1. Obtencion de la materia vegetal
Las plantulas de Eichhornia crassipes fueron adquiridas de un cuerpo de agua ubicado en

el distrito de Mejia con coordenadas 17°07'16.4" S, -71°53'21.9" W, luego de ello, se almacenaron
en bolsas para su posterior limpieza. Asimismo, se gestiond la identificacion de la especie en el
Instituto Cientifico Michael Owen Dillon (IMOD).

Figura 4.

Ubicacidn de recoleccion de la plantula de Eichhornia crassipes

Nota. Elaboracion propia, obtenida de Google Earth.
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3.3.1.2. Limpieza y secado de las plantulas
El lavado de las plantulas se realizd con agua de grifo para eliminar impurezas, luego de

ello, se cortaron en pedazos para ser pesadas y después secadas en estufa a 80°C durante 48 horas

(Carrefio, 2019; Gusain & Suthar, 2017; Kumar et al., 2021).

3.3.1.3. Molienda y almacenamiento de Eichhornia crassipes
La biomasa seca se moli6 con el apoyo de una licuadora industrial a fin de disminuir su

granulometria, luego de ello, la muestra resultante se tamiz6 por mallas de nimero 40, 60 y 80. La
biomasa obtenida en cada tamiz se almacen6 en envases de polipropileno herméticamente cerrados

y almacenados a 4°C.

3.3.1.4. Determinacién de humedad de Eichhornia crassipes
La determinacion de la humedad se obtuvo con el peso de la plantula fresca y el peso de la

plantula seca. Teniendo en cuenta la siguiente formula matematica:
Pi—Pp¢

——x 100 % = % de humedad (2)

Py
En donde:
P; = Peso inicial

P = Peso final

3.3.1.5. Determinacion de lignina

Para la determinacion de este compuesto en la especie de estudio, se armé un equipo
Soxhlet el cual utilizé como disolvente el alcohol a 96° a fin de extraer compuestos especificos de

la biomasa seca de Jacinto de Agua por medio de un proceso continuo.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM e DE SANTA MARIA

Luego la determinacién de lignina, se colocaron 4 crisoles de gooch dentro de un horno
debidamente rotulados durante 4 horas a 105° C para luego enfriarlos y registrar su peso. Para la
Determinacion de Solidos Totales en Biomasa, se pesaron 300 mg de muestra seca de biomasa en
un tubo, se afiadieron 3 ml de acido sulfarico al 72% a cada tubo, luego se mezclé con una varilla
agitadora para ser colocados a bafio maria a 30°C durante un periodo de 60 minutos, se precisa
que la muestra que se revolvio cada 5 a 10 minutos para un garantizar un contacto uniforme entre
el &cido y las particulas. Al finalizar la hidrolisis, se diluyd el acido a 79 ml de agua destilada
utilizando una bureta. Los tubos se colocaron en una rejilla para ser esterilizados en autoclave
durante una hora a 121°C, luego de ello, se dejaron enfriar antes de quitarle las tapas.

e Analisis de muestras para determinacion de lignina insoluble en &cido

La solucion de hidrolisis esterilizada se filtro al vacio con los crisoles gooch previamente
pesados, la solucion filtrada se captur6 en un matraz filtrante. Seguidamente, se transfirié el liquido
filtrado a una fiola para determinar la lignina soluble en &cido, esta se almacend en refrigeracion
para conservar el licor de hidrolisis.

Para transferir la biomasa restante al crisol filtrante se utilizé agua destilada, luego de ello,
se seco el crisol a 105 °C culminado el tiempo las muestras se retiraron del horno y se enfriaron
en un desecador. Se registro el peso del crisol y el residuo seco. Se colocaron nuevamente los
crisoles en el horno durante 24 horas para luego ser enfriados y registrar su peso.

Para los célculos de determinacién de lignina se usaron las siguientes ecuaciones:

LI = Mfiltro+lignina - Mfiltro seco (3)
Donde:

LI= Lignina insoluble (g)
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Mg iitro+lignina= Masa del filtro + lignina
Mgt seco =Masa del filtro seco
e Analisis de muestras para determinacion de lignina soluble en &cido
La alicuota se analiz6 en el espectrofotometro UV-Visible a través de la medicion de la
absorbancia a una longitud de onda (205 nm), cada muestra se analizo por triplicado (Mafei et al.,

2020). La cantidad de lignina soluble se determind con el siguiente calculo:

_ Ahid)
Ls = (105 x(f)x0.1 (4)
Donde:

Ls= Lignina soluble

Apiq= Absorbancia de hidrolizados acidos (205 nm)

f =factor de dilucion de hidrolizados acidos

LT

i LS) x 100% (5)
M 0

l

Il
/N
I~

Donde:
LT= Lignina total

M;= Masa inicial seca

3.2.2. Establecimiento de condiciones experimentales de pretratamiento alcalino

3.2.2.1. Obtencion del modelo experimental de la etapa de pretratamiento
En esta fase se llevo a cabo el disefio experimental, implementando un disefio Box Behnken
que incluyo un total de 45 tratamientos con tres puntos centrales. Para cada uno, se utilizaron 0,5

gramos de biomasa seca de jacinto de agua, con granulometrias de 150, 200 y 250 pum, que
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reaccionaron con 10 ml de hidroxido de sodio en concentraciones del 1%, 2% y 3%, durante
intervalos de 15, 30 y 45 minutos. EIl proceso se llevd a cabo mediante explosion a vapor en
autoclave a 121°C, de acuerdo con la Tabla 2 (Ramaraj & Unpaprom, 2019). Al finalizar el tiempo
establecido, las muestras fueron filtradas y la biomasa pretratada se lavéd con agua destilada hasta
alcanzar un pH de 7. Posteriormente, la biomasa fue colocada en placas Petri para su secado en

horno. Después de esta operacion, se almacend a 4°C, en espera de ser sometida a la hidrdlisis.

3.2.2.2. Analisis de Microscopia Electronica de Barrido (SEM) de las muestras pretratadas
Se separaron dos gramos de biomasa de las muestras pretratadas, las cuales fueron lavadas

hasta alcanzar un pH neutro. Luego, la biomasa se coloco en una placa Petri y se secé en un horno

a 60°C. Una vez seca, se pulverizo y se envio al Laboratorio de Microscopia Electronica de la

Universidad Catdlica de Santa Maria para su analisis posterior.

3.2.2.3. Analisis de Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier

Se analizaron los espectros FT-IR de la biomasa pulverizada antes y después del
pretratamiento, a fin de realizar la identificacion de los componentes de la biomasa a través de los
enlaces de la lignina, hemicelulosa y celulosa (Bronzato et al., 2017). Para ello, un gramo de la
biomasa pretratada se separ6 y lavo hasta llegar a un pH neutro, luego se ello se colocé en una
placa Petri y se seco en horno a 60 °C. Para su lectura, 0.5 mg de la biomasa en polvo se granularon
con 50 mg de KBr, prensando las muestras a través de una prensa manual hasta alcanzar un espesor

de 1 mm. Finalmente, la muestra fue analizada en un equipo FT-IR de marca ThermoScientific.
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3.2.2.4.Analisis estadistico del disefio experimental
A partir de los datos de azUcares reductores obtenidos de los tratamientos experimentales,
se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) para identificar las condiciones que permitieron

obtener los resultados Optimos y viables.

3.2.3. Obtencidén de azucares reductores mediante hidrolisis acida

3.2.3.1. Hidrodlisis de la biomasa pretratada
La hidrdlisis se llevé a cabo con la biomasa pretratada, la cual fue sometida a &cido
sulfarico al 3% con explosion a vapor durante 60 minutos a 121 °C (Carrefio, 2019; Das et al.,

2016b; Ramaraj & Unpaprom, 2019; Ruan et al. 2016).

3.2.3.2. Medicion de azucares reductores del hidrolizado

Las muestras obtenidas de los 45 tratamientos se filtraron y el liquido se analiz6 siguiendo
el método DNS el cual es un método colorimétrico que permite determinar la mayor concentracion
de azlcares y asi garantizar una mayor eficiencia en el proceso.

Se utilizé 1 ml de la muestra de hidrolizado para el analisis de DNS. A cada una se le
afiadieron 0.5 mL de &cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) con el fin de oxidar los azlcares presentes.
Luego, las muestras se llevaron a bafio maria a 100 °C durante 10 minutos, lo que provocé un
cambio de color de amarillo a un tono entre naranja oscuro. Posteriormente, se afiadieron 3.5 mL
de agua destilada. Finalmente, la lectura se realizd en un espectrofotometro UV-visible
ThermoScientific Genesys 150, a una longitud de onda de 540 nm.
3.2.3.3.Hidralisis con pretratamiento seleccionado

La hidrolisis se realizé utilizando la biomasa pretratada del ensayo que presento las mejores

condiciones segun el analisis estadistico. Se trabajo por triplicado, empleando 5 gramos de
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biomasa pretratada, los cuales fueron sometidos a un tratamiento con &cido sulfurico al 3% vy
explosion a vapor durante 60 minutos a 121 °C. (Carrefio, 2019; Das et al., 2016b; Ramaraj &
Unpaprom, 2019; Ruan et al. 2016).
3.2.3.4. Medicidén de azucares reductores con el pretratamiento seleccionado

Tras completar el proceso de hidrdlisis, se llevo a cabo la filtracion de la muestra, el filtrado
resultante se analiz6 utilizando el método DNS para cuantificar la concentracion de azlcares

reductores generados.

3.2.4. Obtencion de bioetanol a partir de la fermentacion del hidrolizado

3.2.4.1. Activacion del inéculo de S. cerevisiae

Previo a la etapa de fermentacion, se realizé la activacion de S. cerevisiae a través de un
medio de agitacion utilizando suero fisioldgico en la cocina eléctrica. Luego de ello, se procedi6 a
sembrar la levadura en placas Petri en Agar Soboraud para después permitir su crecimiento en
incubadora a 30°C durante 24 horas.
3.2.4.2. Fermentacion del hidrolizado

El hidrolizado fue dispuesto en las botellas de vidrio graduadas de 250 ml para ser
inoculadas al 10% v/v de S. cerevisiae. Durante el desarrollo de la reaccion se controlaron
parametros como temperatura a 30°C, velocidad de agitacion a 120 rpm, y un pH equivalente a 5
durante un intervalo de tiempo de 72 horas. La toma de muestras se realiz6 cada hora extrayendo
2 ml de la muestra cada 24 horas (Das et al., 2016b; Carrefio, 2021; Shanab et al., 2018; Zhang et

al., 2018).
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3.2.4.3. Evaluacion de la reduccion de azucares

Se monitoreo la transformacion de azucares reductores, para ello se utilizé 1 ml de la
muestra de hidrolizado para el analisis de DNS. A cada una se le afiadieron 0.5 mL de &cido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS) con el fin de oxidar los azlcares presentes. Luego, las muestras se llevaron
a bafio maria a 100 °C durante 10 minutos, lo que provocé un cambio de color de amarillo a un
tono entre naranja oscuro. Posteriormente, se afiadieron 3.5 mL de agua destilada. Finalmente, la
lectura se realizo en un espectrofotdmetro UV-visible ThermoScientific Genesys 150, a una
longitud de onda de 540 nm.
3.2.4.4. Medicion de la concentracion de bioetanol

Con la finalidad de determinar la concentracion de bioetanol, se procedio a hacer uso del
kit de ensayo para bioetanol de MEGAZY ME, el cual permiti6 evaluar la concentracion de alcohol
de las muestras tomadas a las 24, 48 y 72 horas.
3.2.4.5. Destilacion del fermentado

Al obtener los fermentados, se dispuso a armar el equipo de destilacion, las muestras
pasaron por una operacion de filtracion para ser depositadas en el balén de destilacion y
seguidamente ser calentadas a una temperatura de 75 a 85°C hasta llegar al punto de la

condensacion.

3.2.5. Determinacion del rendimiento del bioetanol
Después de la obtencion del bioetanol, se calculd el rendimiento del proceso realizado para

determinar la cantidad de bioetanol producida por biomasa de jacinto de agua utilizado, asi también
se determind el rendimiento volumétrico del bioetanol obtenido a partir del desarrollo

experimental.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

CATOLICA
TESIS UCSM ® DE SANTA MARIA

3.2.5.1. Rendimiento volumétrico del bioetanol obtenido
Para el célculo de bioetanol se tomd en cuenta el estudio de Escalante y Fuentes (2013):

R Volumen de etanol producido (ml)
v =

Volumen de fermentado (ml) *100()

Donde:

Rv = Rendimiento volumétrico

3.2.5.2. Rendimiento en términos de biomasa inicial utilizada

Para la determinacion del Rendimiento en términos de biomasa inicial se utilizé la ecuacion
referida por Malagon (2009):

Y Volumen de etanol producido (ml) .
& Cantidad de biomasa inicial (g) (6)

Donde:

Rbi = Rendimiento en términos de biomasa inicial
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CAPITULO IV
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Determinacion de lignina y humedad del Jacinto de Agua (Eichhornia crassipes)
A. Reporte de Humedad presente en Eichhornia crassipes

En esta investigacion, se determind que el jacinto de agua recolectado en los drenajes
préximos a las Lagunas de Mejia-Arequipa presenta un promedio de humedad de 92.45 + 0.69%.
Este valor es comparable a los resultados obtenidos por Carlini et al. (2018) que indica que el
jacinto de agua contiene una humedad equivalente al 92,28 + 0,43%. Asi también,
Kathirgamanathan et al. (2024), reportaron un contenido de humedad del 90% en la misma especie
recolectada de habitats similares. Estos hallazgos resaltan la capacidad de esta planta acuatica para
retener agua, lo que puede ser beneficioso para procesos de conversion bioquimica, ya que un
mayor contenido de humedad puede facilitar la disponibilidad de azlcares durante la hidrolisis.
Ademas, el estudio de Nigam (2002) situé la humedad del jacinto de agua entre el 91% y el 94%.
Estos resultados resaltan la alta capacidad de retencion de agua de esta planta, lo que se constituye
como un factor critico a considerar en los procesos de pretratamiento de la biomasa, ya que una
humedad elevada puede influir en la eficiencia del proceso de hidrélisis y, por ende, en el

rendimiento de bioetanol.

Por otro lado, un estudio reciente de Azwar et al. (2022), que evalu6 el contenido de
humedad en diferentes tipos de biomasa, encontré que el jacinto de agua presentaba niveles de
humedad significativamente mas altos en comparacion con otras fuentes de biomasa, como la cafia
de azucar y los residuos de maiz, que mostraron porcentajes de humedad promedio de 70-80%.
Esta diferencia en el contenido de humedad puede estar relacionada con la fisiologia y el habitat
de cada planta, ya que el jacinto de agua se desarrolla en ambientes acuaticos y tiene una alta

capacidad de absorcion.
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Es importante mencionar que, el contenido elevado de humedad en el jacinto de agua
podria presentar desafios durante la etapa de almacenamiento y transporte, ya que un mayor
contenido de agua puede aumentar el riesgo de descomposicion microbiana y afectar la calidad del
material. En consecuencia, estudios como el de Smith et al. (2020) sugieren que la reduccion del
contenido de humedad a niveles oOptimos, generalmente por debajo del 15-20% para el
almacenamiento a largo plazo, es crucial para mantener la calidad y facilitar el procesamiento de

la biomasa.

B. Caracterizacion de Lignina en la biomasa de Eichhornia crassipes
De acuerdo con los resultados de la caracterizacion de lignina (Tabla 4) que se hizo para

dicha especie, se obtuvo que un 35.28% de la biomasa de jacinto de agua corresponde a lignina.

Tabla 4.

Resultados de caracterizacion de lignina en la biomasa del jacinto de agua

Valor

Lignina insoluble (g) 0.1467
Lignina soluble (g) 0.0014
Lignina total (%) 35.288

Nota. Elaboracion propia

Existen investigaciones previas sobre el estudio del contenido de lignina en esta especie,
como la realizada por Espinoza et al. (2022) que indica que el porcentaje de contenido de lignina
en Eichhornia crassipes varia entre 2.8% y 32 %. De igual manera, Pintor et al. (2018) reportd
valores entre 12.5 y 25.70% de lignina para la misma especie. Otra investigacion llevada a cabo
por Sharma et al. (2024) obtuvo un porcentaje de lignina de 10.1 £+ 0.25 %. Sin embargo, el valor

de nuestro estudio supera el porcentaje reportado de dichas investigaciones. El estudio de Botinno
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et al. (2021) presenta un porcentaje de 35.0 £ 6.0% de lignina, dicho resultado es similar al
reportado en esta investigacion. Asimismo, dicho estudio presenta reportes de porcentajes de
lignina para otras plantas acuéticas flotantes como P. stratiotes con 28.6 £ 1.2% y S. auriculata
49.0 + 1.3%. Las variaciones del porcentaje de lignina reportadas por estos estudios pueden estar
relacionadas a factores como las condiciones de cosecha, la localizacion geografica del
crecimiento, el entorno, la madurez de la planta, asi como la calidad fisicoquimica del agua

(Espinoza et al., 2022; Sharma et al., 2024).

La produccion de biocombustibles a partir de materiales celul6sicos depende en gran
medida de la alteracion de su compleja estructura lignocelulésica, en ese sentido, se debe
seleccionar un método de pretratamiento adecuado que permita reducir el contenido de lignina.
Actualmente, se investigaron varios tipos de métodos de pretratamiento, incluidos los
pretratamientos acidos, alcalinos, microondas, agua caliente liquida y compuestos (Zhang et al.,
2016), por ello, esta investigacion ha considerado un pretratamiento alcalino con NaOH a

diferentes concentraciones a fin de potenciar la eliminacion de la lignina.

4.2. Establecimiento de condiciones experimentales de pretratamiento alcalino

4.2.1. Resultados del disefio experimental de la etapa de pretratamiento
A partir del disefio experimental basado en un disefio Box Behnken con tres puntos
centrales, se presentan los resultados de las condiciones experimentales evaluadas en el

pretratamiento de la biomasa que se encuentra detallado en la Tabla 5.
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Tabla 5.

Concentracion de azucares reductores después de hidrolisis

N°  Concentracion de Tiempo de Tamano de Cantidad de
NaOH (%) pretratamiento (min) particula (um) azucares
reductores
(9/L)
1 1 45 200 2.009
2 1 15 200 2.231
3 2 30 200 1.887
4 1 30 250 2.681
5 3 30 250 1.122
6 2 45 250 1.844
7 8 30 150 1.086
8 3 15 200 0.828
9 2 15 150 1.315
10 3 45 200 0.936
11 2 30 200 1.758
12 2 15 250 0.987
13 2 45 150 1.201
14 1 30 150 2.923
15 2 30 200 1.408
16 1 45 200 2.181
17 1 15 200 2.452
18 2 30 200 1.721
19 1 30 250 2.510
20 3 30 250 1.157
21 2 45 250 1.772
22 3 30 150 1.093
23 3 15 200 0.700
24 2 15 150 1.329
25 3 45 200 1.043
26 2 30 200 1.508
27 2 15 250 1.072
28 2 45 150 1.444
29 1 30 150 3.010
30 2 30 200 1.801
31 1 45 200 2.202
32 1 15 200 2.052
33 2 30 200 1.873
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34 1 30 250 2.704

35 3 30 250 1.372

36 2 45 250 1.811

37 3 30 150 1.086

38 3 15 200 0.914

39 2 15 150 1.623

40 3 45 200 1.050

41 2 30 200 1.472

42 2 15 250 1.100

43 2 45 150 1.287

44 1 30 150 3.032

45 2 30 200 1.801

Nota. Elaboracion propia

En base a la experimentacion ejecutada, se observa en la Tabla 5 que el mejor ensayo corresponde
a condiciones de NaOH a una concentracion del 1%, tiempo de pretratamiento de 30 minutos y un
tamafio de particula de 150 um donde se obtuvo un valor maximo de 3.010 g/L. El ensayo que
menor produccion de azlcar obtuvo fue a condiciones de NaOH a una concentracion del 3%, un
tiempo de 15 min y un tamafio de particula de 200 um donde se obtuvo un valor minimo de 0.571
g/L.

La produccion de bioetanol involucra varias etapas, como el pretratamiento, la hidrdlisis, la
fermentacion y la destilacion. La primera etapa, que busca mejorar el rendimiento de las materias
primas, consiste en la implementacion de pretratamientos que aumenten la accesibilidad a los
componentes de la biomasa. Estos procedimientos pueden disminuir el costo asociado a la
conversion de la biomasa celuldsica en azlcares reductores fermentables (Jelani et al., 2023).
Ademas, factores como el tiempo, la concentracion de los reactivos quimicos y la temperatura
juegan un papel importante en el pretratamiento, por lo que optimizar estos pardmetros es esencial
para lograr una produccion eficiente de bioetanol (Shafaei et al., 2023). Segun el estudio de Dai et
al. (2021), demostré que pretratamiento térmico y la explosion de vapor logran extraer mas lignina

que el acido sulfurico. Ademas, determind que el pretratamiento alcalino tiene un impacto
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significativo en la deslignificacién y modificacion de la lignina, mientras que los acidos afectan
mayormente la celulosa y la hemicelulosa, por esta razén es que en esta investigacion se realizé el
pretratamiento con hidroxido de sodio.

4.2.2. Andlisis de Microscopia Electronica de Barrido (SEM) de las muestras pretratadas
Para observar el comportamiento de la morfologia de la biomasa bajo los pretratamientos con
hidroxido de sodio que generaron mayor y menor generacion de azUcares reductores se realizd un
analisis de Microscopia Electrénica de Barrido (SEM) en la Universidad Catélica de Santa Maria,
cuyo laboratorio especializado utilizé un microscopio electronico de barrido modelo EVO 10MA
CARL ZEISS. La obtencion de imagenes se realizd utilizando el software SmartSEM ZEISS operd
con una tension de aceleracion de 10 kV y una tension de trabajo a distancia de 5-10 mm.

Esta técnica es utilizada en diferentes areas de investigacion y se aplica ampliamente en el
estudio de la estructura 'y morfologia de superficies, a traves de la adquisicion de imagenes de alta
resolucién de la superficie de la muestra. Segin Codoche & Lépez (1989), es la mejor técnica para
la determinacion de la distribucion del tamafio de particula. No obstante, el SEM presenta algunas
limitaciones en la preparacion de la muestra, la cual debe cumplir con requisitos como ser amigable
con el vacio, y tener una capa superficial conductora de electricidad. En ese sentido, dependiendo
de las caracteristicas del material a analizar, se deben realizar con antelacion procedimientos
especificos como la cobertura de muestras no conductoras o poco conductoras con una capa
delgada de carbono o metal. Por lo tanto, la preparacion de la muestra juega un papel crucial en la
calidad de los resultados.

La Figura 1a expone la morfologia de la plantula sin tratamiento alguno, en la misma se
observa que las superficies de las muestras son lisas, continuas y sin poros lo que, puede sugerir la

presencia de la lignina sobre las fibras, mientras la Figura 1b muestra a la plantula con el mejor
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tratamiento que generd la mayor cantidad de azUcares reductores, al comparar ambas imagenes se
evidencia un cambio en la superficie de la plantula después de un pretratamiento con NaOH que es
causado por la reaccion del hidroxido con enlaces éster que conduce a la solubilizacion de la lignina

y liberaciones de celulosa.

Figura b.

Imagen SEM sin pretratamiento (izquierda), imagen SEM después del pretratamiento a

condiciones de NaOH 1% y tiempo de pretratamiento de 30 minutos (derecha).

5pm EHT=1000K/  SignalA=SE1 Date: 17.Jul 2024 5pm EAT= 000KV Sl =Se1 Date: 17.4u1 2024
—— Wp= 1007 X v =g a8 v
Flamert Ao~ 1292H0us T Meg= SO0KX - Time: 16:30.02 Fllament Able = 12.98 Hours Meg= S00KX  Time: 16:3424

Nota. Imagenes obtenidas del microscopio electronico de barrido producto del analisis SEM

4.2.3. Analisis de Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier
A través de imagenes FTIR se identificaron los componentes de la biomasa a través de los enlaces

de la lignina, hemicelulosa y celulosa, en donde se identifican los picos correspondientes a los

grupos funcionales.
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Figura 6.

Espectros infrarrojos por transformada de Fourier comparando biomasa de muestra con
pretratamiento y sin pretratamiento.
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Nota. Imagen obtenida del andlisis FTIR de la biomasa pretratada.

Se realizo un analisis de FTIR en donde se analizaron los picos entre las bandas 400 y 4000 cm-1.
Segun Bronzato et al. (2017) reportaron que las bandas pertenecientes a los enlaces quimicos de
la celulosa son 3400-3200 cm—1 y 1050 cm—1, la hemicelulosa esta indicada por la banda 1765—
1715 em—1, y la lignina esté indicada por 3 enlaces referidos a las bandas: 1270 cm—1, 1430-1470
cm—1 y 1450-1630 cm-1. Para el analisis de los componentes de la biomasa, se trazaron lineas
punteadas que corresponden a las bandas pertenecientes a la celulosa en color plomo, la
hemicelulosa en anaranjado y la lignina en color azul. Como se observa en la Figura 2, hay cambios
en los picos de los grupos funcionales correspondientes a la lignina y celulosa.

Se ha demostrado que el pretratamiento alcalino con NaOH mejora la digestibilidad de la celulosa,

ya que el NaOH rompe los enlaces éster y éter presentes en la lignina, facilitando su solubilizacion
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y eliminacién parcial, lo que deja expuestas las fibras de celulosa y hemicelulosa. Ademas, el alcali
residual puede recuperarse y reutilizarse mediante procesos de reciclaje o recuperacion guimica
(Shafaei et al., 2023).

4.2.4. Analisis estadistico

Se ha reportado que, en el campo de la investigacion para la produccion de bioetanol, la
Metodologia de Superficie de Respuesta utilizando un disefio Box-Behnken, es una herramienta
ampliamente utilizada en la optimizacion del pretratamiento de la biomasa seca la cual es materia
de estudio, a razén de que considera diferentes variables lo que permite determinar las mejores
condiciones de reaccion que conducen a una liberacion 6ptima de azucares en comparacion con
otros disefios. En la presente investigacion, se optd por trabajar el Disefio Experimental
anteriormente referido, el cual, segin lo descrito en la metodologia, trabajo en base a 45 ensayos
en los que se someti6 0.5 gramos de la biomasa de E. Crassipes a diferentes concentraciones de
NaOH e intervalos de tiempo. A continuacion, se presenta el andlisis estadistico del disefio

experimental Box Behnken:

Tabla 6.
Andalisis de Varianza ANNOVA

Model 2.37 9 0.2628 78.95 <0.0001 significante
A-[NaOH] 191 1 191 573.77 <0.0001

B-Tiempo de pretratamiento 0.0427 1 0.0427 1284 0.0010

C-Tamafio de particula 0.0001 1 0.0001 0.0165 0.8984

AB 0.0150 1 0.0150 4.52 0.0407

AC 0.0205 1 0.0205 6.17 0.0179

BC 0.1006 1 0.1006 30.22 <0.0001
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A? 0.0359 1 0.0359 10.79 0.0023
B2 0.2188 1 0.2188 65.72 <0.0001
C? 0.0036 1 0.0036 1.07 0.3079
Residual 0.1165 35 0.0033
Lack of Fit 0.0275 3 0.0092 3.29 0.0331 Significante
Pure Error 0.0890 32 0.0028
Cor Total 2.48 44

Nota. Elaboracion propia

La tabla 6 presenta el analisis de varianza (ANOVA), donde se concluye que la concentracion de
hidroxido de sodio y el tiempo de pretratamiento tienen un impacto significativo en la obtencion
de azlcares reductores. Este resultado es consistente con otros estudios que han demostrado como
los pretratamientos alcalinos, como el uso de NaOH, favorecen la eliminacion de lignina, lo que
facilita el acceso a los carbohidratos durante la hidrolisis.

Por otro lado, el anélisis muestra que el tamafio de particula no tiene un efecto significativo dado
que su valor de p es equivalente a 0.8984. Esto sugiere que, en los tamafios de particula evaluados,
reducir o aumentar el tamafio de la biomasa no contribuye de manera relevante a mejorar la
disponibilidad de azucares.

Del andlisis, se desprende que, el uso de hidroxido de sodio junto con el tiempo de explosion a
vapor resulto ser lo suficientemente agresivo para desintegrar las estructuras lignocelulésicas de
la biomasa sin que el tamafio de particula influyera de manera significativa. Es decir, la reaccion
del NaOH diluido ocurrié con similar efectividad en las particulas de distintas granulometrias, lo
que provocd resultados uniformes en cuanto a la liberacion de azlcares reductores. Estos

resultados coinciden por lo mencionado en el estudio de Jongmeesuk et al. (2014), donde, a raiz
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de la ejecucion de un pretratamiento con el mismo reactivo se desprendié que el hidréxido de sodio
provoco hinchazén en la superficie interna de los materiales lignoceluldsicos y ademas, disminuyd
el grado de polimerizacion, cristalinidad y alteracion de la estructura de la lignina, generando asi
mayor produccion de azUcares reductores.

Figura 7.

Gréfica de Superficie 3D y contorno de las variables Concentracion de NaOH y Tiempo de

pretratamiento

Factor Coding: Actual

3D Surface [Azlcares reductores] (mg/ml)

as

B: Tiempo de pretratamiento

[Azicares reductores] (mg/mi)

Nota. Obtenida del programa estadistico Design Expert
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Figura 8.
Gréfica de Superficie 3D y contorno de las variables Concentracion de NaOH y Tamafio de

particula

factor Codng: Actual
3D Surface
[Asicares reductores] (mg/mi) 250
Desgn Points
@ Above Surface
© telow Surtace

o7 o2

[Azicares reductores] (mg/ml)

X1=A
x2=c

Actual Factor
8=30

C: Tamanio de particula

[Azcares reductores] (mg/m)

A: [NaOH]

Nota. Obtenida del programa estadistico Design Expert
Figura 9.
Gréfica de Superficie 3D y contorno de las variables Tiempo de pretratamiento y Tamafio de

particula

Factor Codrg At

3D Surface [Azicares reductores] (mg/ml)

C: Tamafio de particula

170

B: Tiempo de pretratamiento

Nota. Obtenida del programa estadistico Design Expert
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La gréfica de la Figura 7, evidencia que al tener una superficie curva o con pendiente, la variable
dependiente, que es la concentracion de azlcares reductores estd siendo influenciada por la
concentracion de hidréxido, asi como el tiempo de explosion a vapor sometido en autoclave. La
cuspide o valle méaximo local, asi como la superficie inclinada muestra que a una concentracion
de NaOH al 1% y un tiempo de pretratamiento de 30 min, se obtiene una alta concentracion de
azucares reductores lo que también indica una interaccion significativa entre ambos factores. Por
el contrario, el valle minimo local indica que a una concentracion de NaOH al 3% y un tiempo de
pretratamiento de 45 minutos, se obtiene una concentracion de aztcares minima. Asimismo, dicha
informacion se confirma con la gréfica de contorno, por las lineas curvadas, por lo que se concluye

que hay una interaccion significativa entre los factores.

El andlisis experimental confirma que la concentracion de hidroxido de sodio (NaOH) utilizada
durante el pretratamiento de la biomasa de jacinto de agua tuvo un impacto significativo en la
produccion de azUcares reductores. En especifico, el ensayo con concentracion de 1% de NaOH
evidencio una mayor liberacion de estos azlcares, lo que sugiere que, a esta concentracion, se
logra un equilibrio éptimo entre el procesamiento de las estructuras lignocelulésicas y la
preservacion de los azlcares necesarios para los siguientes procesos. Este hallazgo coincide con
estudios realizados con anterioridad, donde se concluyd que, a concentraciones moderadas de
NaOH se mejora la eficiencia de la liberacion de azlcares sin generar subproductos inhibidores

que afectan la fermentacion (Eshtiaghi et al., 2012).

Por otro lado, en la gréafica de la Figura 8 y 9, se muestran que, al tener una superficie plana, la
concentracion de azlcares reductores no esta siendo influenciada por el tamafio de particula de la
biomasa. No obstante, la cuspide o valle maximo local que se muestra en cada figura pone en

conocimiento que a una concentracion de NaOH al 1% y un tiempo de 30 minutos respectivamente,
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se obtiene una alta concentracion de azUcares reductores considerando un tamafio de particula de
150 um. Esto se observa también en las graficas de contorno de ambas figuras, en las cuales se

observan lineas paralelas, es decir; no hay una interaccion significativa entre los factores.

Con relacion a la Figura 8 se concluye que el efecto de la concentracion de NaOH en la
concentracion de azucares reductores no depende del tamafio de la particula, es decir que el factor
del tamafio de la particula no esta influyendo significativamente en la respuesta. Sin embargo, la
concentracion de NaOH si tiene un efecto significativo sobre la produccion de azlcares reductores.
A menor concentracion de hidroxido, la concentracion de azlcares reductores es mayor, pero
considerando que mientras aumenta el tamafio de particula, la concentracion de azucares
reductores disminuye levemente. La investigacion de Dai et al. (2021) menciona que al aumentar
la concentracion de alcali, las estructuras fibrosas se hinchan debido a que el NaOH permanece
dentro de las microfibras, volviéndose pegajosas y rigidas, lo que incrementa tanto la superficie

como el tamafio de los poros.

En el caso de la Figura 9, se observa que el efecto del tiempo de pretratamiento en la concentracion
de azlcares reductores no depende del nivel del tamafio de la particula. Sin embargo, el tiempo de
pretratamiento si tiene un efecto significativo sobre la produccion de azUcares reductores. Se
concluye que las concentraciones més bajas de azucares reductores se alcanzan con particulas de
150 pum tras un pretratamiento de 45 minutos, de igual manera que particulas de mayor tamafio
(mas de 150 um) en un pretratamiento de 15 minutos. Esto sugiere que un tamafio de particula
menor combinado con un tiempo mas prolongado podria provocar no solo la pérdida de lignina,
sino también de azucares reductores. En cambio, las particulas mas grandes, con un tiempo de

tratamiento mas corto, no lograrian romper los enlaces necesarios para liberar dichos azlcares.
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En el proceso de produccidn de bioetanol, la reduccién de tamafio y el pretratamiento de la biomasa
seca se realizan antes del proceso de hidrdlisis, esto debido a que la biomasa fresca no puede ser
sometida a procesos de conversion de bioetanol de manera eficiente. En diversos estudios se han
reportado correlaciones positivas donde el tamafio de particula de mayor granulometria tiende a
mejorar la hidrolisis, en otras evaluaciones experimentales, se han reportado correlaciones
insignificantes respecto al tamafio de particula y finalmente, se ha evidenciado que el tamafio de
particula con menor granulometria aumenta la eficiencia en la produccion de azucares reductores.
Los hallazgos obtenidos en esta investigacion coinciden con los reportados por Yang et al. (2023),
quienes concluyeron que las particulas de tamafio inferior a 250 um favorecen una mayor
eficiencia en la produccion de azlcares reductores. Ademas, la reduccion del tamafio de las
particulas genera un aumento en el area superficial especifica, lo que a su vez disminuye el tiempo
de digestion y el grado de polimerizacion, resultando en un mayor rendimiento del proceso de

hidrolisis.

En relacion con la concentracion de hidréxido de sodio, el estudio realizado por Cérdoba et al.
(2014), se analizan las concentraciones de hidréxido en rastrojo de pifia concluyendo que, un
incremento en la concentracion de hidréxido de sodio genera una degradacion irreversible de la

celulosa, lo que resulta en la pérdida de esta en los procesos de lavado del material.
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Figura 10.
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El Modelo de Superficie de Respuesta es conocido como un método estadistico util debido a su
constante aplicacion para la optimizacion de parametros complejos en varios procesos bioldgicos
y quimicos. De los resultados obtenidos a partir del analisis del disefio experimental planteado, la
Figura 10 muestra el efecto del tiempo de pretratamiento y la concentracion de hidréxido de sodio,

donde se desprende que, a una baja concentracion de hidréxido de sodio, el aumento del tiempo
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de pretratamiento a 30 minutos generd en un fuerte aumento en la concentracion de azlcares
reductores. Ademas, un largo tiempo de pretratamiento (45 minutos) resultd en una baja
concentracion de azlcares reductores debido al aumento de la concentracion de hidroxido de sodio
(3%). La temperatura del proceso de explosion a vapor fue a 121 °C fue la misma que la
investigacion de Harun & Danquah (2011), quienes informaron que a temperaturas superiores a
200 °C han se genera una disminucion significativa en la cantidad de azucares fermentables
liberados. Esto ocurre porque los azlcares complejos son directamente solubles a altas

temperaturas, lo que distorsiona su formacion de equilibrio (Shafei et al. 2024).

Como se ha venido mencionado, existe evidencia suficiente que demuestra la accion efectiva del
pretratamiento alcalino con NaOH debido a que su accién durante el proceso de pretratamiento
facilita la eliminacion de la lignina, aumentando la accesibilidad del &cido sulfarico diluido hacia
los polimeros de celulosa y hemicelulosa (Kumar et al., 2020). No obstante, la eficacia del
pretratamiento también depende del tiempo de exposicién al vapor dado que, esta variable
suplementa la accion del NaOH al promover la disrupcion fisica de las paredes celulares del Jacinto
de Agua, permitiendo asi una mayor insercion del hidroxido de sodio en las estructuras internas

de la biomasa (Chen et al., 2021).

Los resultados del disefio experimental advierten los hallazgos reportados por Garcia-Martin et al.
(2019), donde se hace alusion a que los tiempos moderados de explosion a vapor, en combinacién
con agentes alcalinos, maximizan la disolucién de la lignina sin generar subproductos inhibidores

que puedan interferir en las etapas posteriores de la fermentacion.

Ademas, la interaccion entre ambos parametros fue evidente al comparar concentraciones mayores

de NaOH y tiempos de vapor prolongados, esto a razén de que, la menor concentracién de azucares
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reductores se obtuvo a condiciones de NaOH al 3% y con un tiempo de 45 minutos. Al realizar la
comparacion con otros estudios, se encuentra una divergencia en los resultados, en vista de que
autores como Zhang et al. (2022) han sugerido que, a concentraciones mas altas de NaOH
combinadas con tiempos prolongados, también libera una cantidad significativa de azucares
reductores, sin embargo, se reconoce que este procedimiento arriesga a la biomasa a la formacion
de subproductos, como furfural y acido acético, los cuales reducen la eficiencia del proceso de
obtencidn de bioetanol. En ese sentido, se refuerza la idea de que el equilibrio entre los parametros
de concentracion de NaOH y tiempo de vapor es crucial para evitar la sobreexposicion y mantener
un ambiente favorable para la conversion de azucares. Este balance permite una liberacion de
azucares reductores significante sin generar subproductos que puedan inhibir el rendimiento de la
obtencién del bioetanol.

Figura 11.
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La grafica normal de los residuos es una herramienta estadistica que se usa para verificar si los
residuos se distribuyen normalmente. A partir de la figura 11, se observa que los puntos se alinean
de manera cercana a la linea recta lo que indica que los residuos estan siguiendo una distribucion
normal. Este comportamiento es crucial, ya que la normalidad de los residuos es un supuesto clave
en el analisis ANOVA necesario para asegurar la validez y precision de los resultados obtenidos.
No obstante, en el analisis de la figura, se presencia puntos extremos fuera de la linea recta lo que
podria ser un indicio de la existencia de valores atipicos que puedan distorsionar el ajuste del
modelo o su capacidad predictiva y, pese a la identificacion de un valor atipico, este no altera
significativamente la confiabilidad del modelo, ya que su presencia no distorsiona el patron general
de normalidad en los residuos. Segun lo reportado por Montgomery (2019), un valor atipico
ocasional puede considerarse tolerable si no influye de manera sustancial en los supuestos clave
del modelo, como la homocedasticidad o la independencia de los residuos, en su estudio se afirma
que mientras los datos generales mantienen su alineacion y el valor atipico no afecta de manera
significativa los parametros estadisticos, el ajuste del modelo y las inferencias derivadas de él

siguen siendo confiables.
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Figura 12.
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Finalmente, la figura 12 muestra los efectos principales de los factores evaluados en el
pretratamiento de la biomasa. De acuerdo con la curvatura observada en la grafica, se puede
concluir que tanto la concentracién de NaOH como el tiempo de pretratamiento presentan un efecto
pronunciado sobre la produccion de azlcares reductores. Como se ha mencionado lineas
anteriores, este comportamiento es consistente con otros estudios recientes, en los que se ha
demostrado que, trabajar el pretratamiento a menores concentraciones de hidréxido de sodio, se
incrementa la ruptura de las paredes celulares de la biomasa, lo que facilita la liberacién de
azucares simples durante el proceso de hidrolisis (Khan et al., 2019). Por otro lado, la curva
observada en la gréfica refleja que un tiempo de 30 minutos es éptimo para maximizar la
concentracion de azucares reductores. Estos resultados coinciden con trabajos previos que

identifican un tiempo de pretratamiento intermedio como el més efectivo, ya que tiempos

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM e DE SANTA MARIA

demasiado cortos no permiten una ruptura celular adecuada, mientras que tiempos demasiado

largos podrian inducir la formacion de subproductos inhibidores (Kumar et al., 2020).

Finalmente, en cuanto al tamafio de la particula, la gréfica evidencia que este factor no tiene un
efecto significativo en la obtencidn de azucares reductores. Esto puede atribuirse a que el tamafio
de la particula no influye de manera critica en la accesibilidad de los reactivos durante el
pretratamiento, o que las diferencias entre tamafios no son lo suficientemente grandes para
provocar un impacto notable en la liberacion de azlcares (Li et al., 2019). Este resultado sugiere
que, en este caso, el control estricto del tamafio de la particula no seria un factor determinante en
el disefio experimental, permitiendo centrarse mas en la optimizacion de los otros dos factores
principales.

4.3. Obtencién de azucares reductores mediante hidrolisis acida

4.3.1. Resultados de la medicion de azucares reductores

Los resultados obtenidos a partir de la hidrolisis acida de la biomasa pretratada de Eichhornia
crassipes confirman su aptitud como materia prima para la obtencion de azUcares reductores. El
proceso de hidrolizado con acido sulfarico diluido al 3% permitié alcanzar una concentracion
promedio de 4.530 g/L de azucares reductores (Tabla 7), lo que demuestra la efectividad del
método bajo las condiciones experimentales ejecutadas.

Tabla 7.

Cuantificacion de azucares reductores posterior a la hidrolisis acida diluida de la biomasa

. Desviacion
1 2 3 Promedio /L) isndar (g/L)
AzUcares reductores 4535 4545 4510 4.530 0.014

(9/L)
Nota. Elaboracion propia
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Este hallazgo es consistente con estudios previos cuyo proceso de hidrolisis ha utilizado reactivos
acidos para maximizar la liberacién de mondmeros de azUcar a partir de biomasa lignocelulésica
(Zhao et al., 2020; Kumar et al., 2021). En ese sentido, investigaciones como la de Offei et al.
(2018) mencionan la aplicacion de dos tipos de hidrdlisis &cida: diluida y concentrada para obtener
bioetanol, la primera se realiza a alta temperatura y presion, facilitando el procesamiento continuo
de la biomasa, por el contrario, la hidrolisis &cida concentrada requiere condiciones suaves con un
tiempo de reaccion méas largo precisando que, durante el proceso de hidrolisis, la fraccion de
hemicelulosa se despolimeriza a una temperatura menor que la fraccion celulésica.

En particular, el uso de acido sulfurico ha sido ampliamente reportado por su capacidad para
romper enlaces entre la celulosa y la hemicelulosa, facilitando el acceso a los polimeros de azlcar
que pueden ser convertidos posteriormente en bioetanol (Geng, 2020). Asi también, se ha citado
en investigaciones como la Roni et al. (2019) que, el &cido sulfurico resulta ser mejor catalizador
que el &cido clorhidrico (HCI) para la degradacion de la xilosa. Por ello, en la presente
investigacion, se optd por utilizar acido sulfarico diluido a una concentracion del 3%, este
reacciond con la biomasa pretratada con explosion a vapor en autoclave manteniendo una
temperatura de 121°C durante 60 minutos para garantizar la hidroélisis de la hemicelulosa a xilosa
y otros azucares seguido de la descomposicion de la xilosa en furfural. Sin embargo, autores como
Lee & Yu (2020), han advertido que debido a la alta temperatura y presion a la que se somete a la
biomasa, una gran parte de los azUcares se degradan y no son fermentables por lo que resulta
imprescindible mantener un constante control de los parametros referidos a fin de garantizar una

liberacién de azucares eficiente para el siguiente proceso.
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Tabla 8.

Concentracion de azucares reductores obtenidos a partir de plantas acuéticas

Planta acuatica utilizada Azlcar reductor Metodologia utilizada
200-300 mg/g ! Pretratamiento &cido

Pistia stratiotes Pretratamiento acido e
600 mg/g hidro6lisis enzimatica

Pretratamiento

Pistia stratiotes L. 199 mg/g 2 Alcalino/Oxidativo e hidrdlisis
enzimatica
: . . Pretratamiento
2
Eichhornia crassiped 108 mg/g Alcalino/Oxidativo e hidrélisis
enzimatica
Salvinia auriculata 65 mg/mg * Pretratamiento hidrotermal y de
explosion de vapor
Eichhornia crassipes 107 mg/g * Pretratamiento alcalino e

hidrolisis acida

Nota. Valores de concentracién de azucares reductores tomado de investigaciones realizadas por
(1) Jelani et al. (2015), (2) Soda et al., 2013, (3) Trejo et al. (2022) y (4) Esta investigacion.

El volumen promedio de hidrolizado obtenido a partir de las condiciones experimentales
propuestas fue 116.33 ml, junto con la concentracion de azlcares reductores, da lugar a una
produccion promedio total de 526.98 miligramos de azlcares reductores. Al comparar la
concentracion de azUcares reductores obtenida del jacinto de agua con otras plantas acuaticas
(Tabla 8), como Pistia stratiotes, Eichhornia crassipes y Salvinia auriculata que lograron
concentraciones de azucares reductores de 200-300 mg/g, 108 mg/g y 65 mg/g, respectivamente,
se observa que, Pistia stratiotes reportd la mayor concentracion de azucares reductores
sometiendo a la biomasa a un pretratamiento acido térmico y una hidrolisis enzimatica utilizando
un coctel de enzimas comerciales del kit de biomasa de Novozymes (Jelani et al., 2015), los cuales

son procesos que requieren mayor inversion econdémica a diferencia de los procesos utilizados en
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esta presente investigacion. Si bien, el jacinto de agua presentd una concentracion moderada de
107 mg/g, esta debe ser considerada como fuente de energia renovable debido a su disponibilidad
y crecimiento rapido contrastado con cultivos agricolas. Por otro lado, la especie Salvinia
auriculata tiene el valor mas bajo ya que llevo a cabo un pretratamiento hidrotermal con agua
destilada en autoclave a 121°C y una hidrolisis enzimética con celulasa comercial (Trejo et al.,
2022). No obstante, resulta importante que investigaciones futuras se enfoguen en la optimizacion
de los procesos de pretratamiento e hidrolisis a fin de aumentar la eficiencia en la liberacion de
azucares fermentables.

Dicha optimizacion podria estar relacionada al uso de pretratamientos mas agresivos, la aplicacion
de hidrdlisis enzimética u otras técnicas que permitan romper de manera mas eficiente las paredes
celulares de esta planta acuatica. De este modo, se podria alcanzar un rendimiento de azucares
reductores mas competitivo frente a otras especies de plantas acuéticas, lo que posicionaria al

Jacinto de agua como un recurso para la produccion sostenible de bioetanol.

El tratamiento &cido térmico es una técnica ampliamente utilizada por su costo méas accesible en
comparacién con los tratamientos biolégicos que emplean enzimas. La eficiencia de este método
depende de varios parametros, tales como el tipo y concentracion de &cido, la temperatura, la
proporcion de biomasa-acido y el tiempo de reaccion. Entre las técnicas de hidrolizado existentes,
la explosion de vapor se destaca por su bajo impacto ambiental, uso reducido de productos
quimicos, alta eficiencia energética y una completa recuperacién de azUcares, lo que lo hace méas
ventajoso en comparacion con otros métodos. Ademas, estudios han demostrado que los métodos
convencionales requieren hasta un 70% mas de energia que la explosion de vapor para lograr una

produccion significativa de azucares reductores. Sin embargo, la eficacia de este puede verse
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influenciada por factores como la temperatura del vapor, el tiempo de exposicion, el tamafio de la
biomasa y su contenido de humedad (Baruah et al., 2018).

Uso del método DNS para medicidn de azUcares reductores

El método del acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) usado en la presente investigacion, es un método
que se utiliza para la determinacion de azucares reductores debido a su eficacia, simplicidad y bajo
costo. El principio del método se basa en la oxidacion de los grupos funcionales de los azlcares
reductores (aldehidos y cetonas) bajo condiciones alcalinas y de calor, lo que resulta en la
reduccion del &cido 3,5-dinitrosalicilico a acido 3-amino-5-nitrosalicilico, produciendo un
compuesto de color anaranjado cuya intensidad es proporcional a la concentracion de azlcares
reductores presentes. Asimismo, este método se destaca como una alternativa viable frente a
técnicas analiticas mas avanzadas, como la cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC), que
tienen muchas ventajas; sin embargo, requiere de equipos sofisticados, personal especializado y
tiempos de analisis mas prolongados. Su facilidad de uso, disponibilidad de reactivos y aplicacion
en andlisis rapidos lo convierten en una herramienta clave en diversas investigaciones (Texeira y

Santos, 2022; Wood et al., 2012)

4.4. Obtencion de bioetanol a partir de la fermentacion del hidrolizado

En el proceso de fermentacion se utilizo inculo de Sacharomyces cerevisiae, una de las levaduras
mas estudiadas y utilizadas debido a que reduce los compuestos inhibidores en hidrolizados
lignoceluldsicos aumentando el rendimiento y la tasa de produccién de etanol (Tesfaw& Assefa,
2014; Matsushika et al., 2009). Durante el proceso de la fermentacion, es importante mantener un
control sobre los parametros como la temperatura, pH y oxigeno debido a que estos influyen de
forma significativa durante la reduccidon de azlcares reductores (Fatima et al., 2024), de la

siguiente forma:
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Influencia de la temperatura

Se ha reportado que la tasa de crecimiento de Saccharomyces cerevisiae y la produccién maxima
de etanol se encuentra entre los 20 y 35 °C. Por esta razon, el proceso de fermentacion en la
presente investigacion se llevd a cabo a una temperatura controlada de 30 °C con el propdsito de
maximizar la conversion de azlcares en etanol, alineandose con los hallazgos de estudios que
destacan la importancia de las condiciones térmicas en la eficiencia del proceso fermentativo
(Choudhary et al., 2016).

Influencia del pH

El pH es otro factor crucial que influye en la fermentacion de etanol. En estudios anteriores, se ha
demostrado que cuando el pH supera el nivel de 5, la produccion de etanol disminuye
significativamente. En este sentido, se ha establecido que un rango optimo de pH de 4 a 5 es el
limite operativo para la fermentacidn anaerdbica con S. cerevisiae (Narayanan et al., 2016). Por lo
tanto, en este estudio, se agregd hidréxido de sodio (NaOH) concentrado al hidrolizado para ajustar
el pH a 5, lo que favorecié el crecimiento de la levadura.

Influencia de la concentracién inicial de células de inéculo

Existen estudios donde se ha reportado que un exceso de azucares puede inhibir la actividad
fermentativa de las levaduras limitando asi la produccion de bioetanol. Estos hallazgos sugieren
que un balance adecuado entre la concentracion de levadura y la disponibilidad de azucares es
fundamental para optimizar la produccion de bioetanol (Ko et al., 2020).

La Figura 13 presenta el comportamiento de la concentracion de azdcares reductores durante el
proceso de fermentacién del hidrolizado de jacinto de agua, monitorizado hasta las 72 horas, con
intervalos de muestreo cada 24 horas. El proceso de fermentacion se realizd por triplicado,

iniciando con una concentracion promedio de 4.530 g/L, tal como se detalla en la Tabla 9. Al
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finalizar el proceso, se obtuvo una reduccion significativa en la concentracion de azUcares,
alcanzando un valor promedio final de 0.820 g/L.
Tabla 9.

Comportamiento de los azlcares reductores durante el proceso de fermentacion

Tiempo

1 2 3 Promedio (g/L) Desviacion estandar (g/L)
0 horas 4.535 4.545 4,51 4.530 0.015
24 horas 2.345 2.995 2.845 2.728 0.278
48 horas  1.2308 1.6659 1.5009 1.466 0.179
72 horas  0.71145 0.8969 0.8514 0.820 0.079

Nota. Elaboracion propia
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Figura 13.
Concentracion de azucares reductores respecto al tiempo de fermentacion

Concentracion de Azucares Reductores en la fermentacion
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Nota. Elaboracion propia

El descenso en la concentracion de azucares reductores estd directamente relacionado con la
conversion de azlcares en bioetanol por la accion de la levadura S. cerevisiae durante la
fermentacion anaerdbica. Segun estudios diversos, el uso de azucares reductores en la
fermentacion resulta fundamental para la obtencién de bioetanol, dado que dichos azlcares se
constituyen la principal fuente de energia para que las levaduras se metabolicen y con ello
produzcan bietanol (Waseem et al., 2024).

El comportamiento observado en esta investigacion es consistente con estudios que han
demostrado que, a medida que avanza la fermentacion, los azlcares presentes en el medio
disminuyen a medida que son consumidos por las levaduras. Esto indica un proceso de

fermentacion exitoso, ya que la reduccion significativa en la concentracion de azucares reductores
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confirma que las levaduras estaban activas y funcionales en la conversién de dichos azUcares en
bioetanol (Ningthoujam et al., 2023). El hecho de que la concentracion final haya alcanzado un
valor tan bajo 0.82 g/L demuestra que la mayor parte de los azlcares fueron convertidos, lo cual
es un indicador positivo para la eficiencia del proceso.

En este caso, la biomasa de Eichhornia crassipes (jacinto de agua) resultd ser una materia prima
eficiente para la produccion de bioetanol contribuyendo a una fuente de energia renovable con un
proceso eficiente y econdmico. La capacidad de esta planta para generar azlcares reductores,
sumado al alto rendimiento en la fermentacion, confirma su potencial como materia prima viable
en estudios actuales sobre bioetanol (Shukla et al., 2023). Sin embargo, por lo referido por
Saravanan et al. (2023) es importante sefialar que el control de factores como la concentracion de
indculo, la temperatura y el pH del medio de fermentacion son esenciales para maximizar el
rendimiento en el proceso, por lo que, durante la experimentacién estos fueron pardmetros que
fueron considerados en este estudio.

El proceso de fermentacion de azlcares reductores obtenidos de fuentes lignocelulosicas, como el
jacinto de agua, ha sido ampliamente estudiado en los ultimos afios. Estudios recientes han
demostrado que el pretratamiento adecuado y la optimizacion de las condiciones de fermentacion
pueden llevar a la obtencion de rendimientos cercanos al 90% de conversion de azlcares en

bioetanol, dependiendo de las condiciones de la fermentacion (Das et al., 2016).
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Tabla 10.

Resultados de la concentracion de etanol en el proceso de la fermentacion

Tiempo 1 2 3 Promedio Desviacion estdndar
24 horas 0.053 0.065 0.075 0.064 0.009
48 horas 0.107 0.139 0.12 0.122 0.013
72 horas 0.169 0.173 0.149 0.164 0.010

Nota. Elaboracion propia

Figura 14.
Evolucion de la concentracion de bioetanol durante el proceso de fermentacién del Hidrolizado

Concentracion de etanol en la fermentacion
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Nota. Elaboracion propia
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Tabla 11.

Evaluacion de concentracion de bioetanol obtenido a partir de plantas acuéticas

Concentracion de bioetanol

- - obtenido
Planta acuatica utilizada (9/L)
Pistia stratiotes 4g/L?
Pistia stratiotes L. 149 g/L 2
Eichhornia crassipes 14.4 g/L 2
Salvinia auriculata 1.052 g/L 3
Eichhornia crassipes 0.164 g/L*

Nota. Valores de concentracion de azucares reductores tomado de investigaciones realizadas por
(1) Jelani et al. (2015), (2) Soda et al. (2013), (3) Trejo et al. (2022) y (4) esta investigacion.

La produccién de bioetanol a partir de biomasa lignocelulésica proveniente de plantas acuéticas
es un tema que viene siento abordado en el &mbito de las energias renovables. Los resultados de
la tabla 10 indican que, en esta investigacion, la concentracion obtenida de bioetanol a partir de
biomasa de Eichhornia crassipes fue de 0.164 g/L alcanzandose la concentracion maxima a las 72
horas de fermentacién como se puede observar en la Figura 14. Al comparar este valor con otros
estudios que han utilizado plantas acuaticas (Tabla 11) como materia prima para la produccion de
bioetanol, se observa que se han reportado concentraciones superiores a la obtenida en este estudio.
Por ejemplo, Pistia stratiotes L. y Eichhornia crassipes bajo otras condiciones experimentales
realizadas por Soda et al. (2013) alcanzaron concentraciones de 14.9 g/L y 14.4 g/L,
respectivamente, otra investigacién con la especie Pistia stratiotes generd una concentracion
equivalente de 4 g/L mientras que, Salvinia auriculata evidenci6 un resultado mucho menor con
1.052 g/L de bioetanol. A pesar de que esta Ultima especie presenta niveles de azlcares reductores

mas bajos en comparacion con el jacinto de agua analizado en nuestra investigacion, obtuvo una
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concentracion de alcohol, esto podria explicarse por la optimizacion de los pardmetros en el
proceso de fermentacion o a la produccion de inhibidores.

No obstante, pese a que los resultados obtenidos en esta investigacion son notablemente menores
en comparacion con los estudios anteriormente mencionados, es fundamental considerar que la
capacidad de una planta acuéatica no depende Unicamente de la cantidad de azUcares reductores
generada para la produccion de bioetanol, sino que también depende de varios factores
relacionados con los procesos de conversién como el pretratamiento de la biomasa, hidrolisis y
fermentacion.

Por otro lado, es importante tener en cuenta que, los bajos rendimientos obtenidos pueden estar
vinculados a la generacion de inhibidores durante los procesos de conversion, por ejemplo, luego
del hidrolizado, el liquido resultante puede contener diversos compuestos los cuales interfieren
con el metabolismo de Saccharomyces cerevisiae utilizada durante la fermentacion. En ese
sentido, con el objeto de optimizar la obtencion de bioetanol, es importante controlar la generacion
de estos inhibidores, por tal motivo autores como Sjulander & Kikas (2020) han mencionado la
implementacion de varias estrategias, como el uso de levaduras resistentes a inhibidores, la
detoxificacion del hidrolizado o la optimizacién de las condiciones de fermentacién. En
consecuencia, futuros estudios podrian centrarse en el tratamiento de estos inhibidores para
mejorar aun mas los rendimientos de bioetanol desde el punto de vista econémico y ambiental.
En base a lo anteriormente referido, a pesar de la baja concentracion de bioetanol obtenida, es
necesario resaltar que Eichhornia crassipes, es una planta acuatica altamente invasiva y de rapido
crecimiento, lo que la constituye en una fuente viable para la obtencién de un biocombustible de
segunda generacién como lo es el bioetanol, garantizando asi, una solucion sostenible y viable a

las diferentes problematicas ambientales (Pin et al., 2021).
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4.5. Determinacion del Rendimiento del bioetanol

De acuerdo con los resultados del balance de materia, el rendimiento volumétrico de bioetanol
respecto a la concentracion de azlcares reductores fue del 71.35%, lo cual es consistente con
estudios similares sobre produccién de bioetanol a partir de biomasa lignocelulosica. Nigam
(2002), por ejemplo, reportd rendimientos que oscilan entre 65% y 75% utilizando el mismo
inculo de la presente investigacion para la fermentacion de materiales lignoceluldsicos,
confirmando la efectividad de Saccharomyces cerevisiae en este tipo de procesos. Un estudio
similar de Phwan et al. (2014) cuya materia prima en estudio fue también el jacinto de agua reportd
un rendimiento de conversion de azucares del 70.5%, lo que indica que el presente trabajo logrd

resultados comparables.

Tabla 12.

Comparacion del rendimiento de etanol con diversas plantas acuéticas

Rendimiento de bioetanol

Planta acuatica utilizada obtenido Referencia
(ml/g)
Pistia stratiotes 0.28 Rezania et al. (2017)
Ipomoea aquatica 0.20 Kumari et al. (2021)
Typha latifolia 0.18 Rezania et al. (2020)
Lemna minor 0.15 Verma et al. (2020)
Eichhornia crassipes 0.12 Esta investigacion

La obtencion de bioetanol a partir de biomasa de Eichhornia crassipes (jacinto de agua) en esta
investigacion ha evidenciado un rendimiento equivalente a 0.12 ml/g con relacion a la biomasa
inicial utilizada, pese a que este resultado es ligeramente menor en comparacién con otras plantas
acuaticas, se revela el potencial de esta especie como recurso renovable para la produccion de

biocombustibles.
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Al comparar este rendimiento con la biomasa lignocelulésica de otros ejemplares (Tabla 12), se
puede observar que hay variaciones significativas segun la especie y las condiciones de los
procesos a los que son sometidas. Por ejemplo, estudios realizados con Pistia stratiotes
(lechuguilla de agua) han reportado un rendimiento de hasta 0.28 ml/g bajo condiciones 6ptimas
de fermentacion (Rezania et al., 2017). Por otro lado, Ipomoea aquatica (espinaca de agua), una
planta coman en humedales ha mostrado rendimientos cercanos a 0.20 ml/g (Kumari et al., 2021).
Estos resultados son superiores al obtenido en esta investigacion dado a que podrian estar
influenciados por la composicion de carbohidratos presentes en cada planta, asi como las
condiciones de pretratamiento, hidrodlisis y fermentacion empleadas en los estudios respectivos.
En base al parrafo anterior, pese a que el rendimiento obtenido es menor en comparacion con otras
especies, es importante destacar que el jacinto de agua tiene ventajas adicionales que deben ser
consideradas. En primer lugar, su rapida tasa de crecimiento lo convierten en una biomasa
accesible y de bajo costo, caracteristicas que podrian compensar su rendimiento relativamente bajo
en términos de biomasa inicial. Ademas, su capacidad para proliferar en cuerpos de agua
eutrofizados y el hecho de constituirse como una especie invasora le confieren un valor agregado,
ya que su utilizacion para la produccion de bioetanol no solo reduciria los impactos ambientales
negativos que causa, sino que también ofreceria una solucion con un beneficio doble relacionado
al control de una maleza acuética y la generacion de energia limpia (Zhang et al., 2018).
Asimismo, el articulo de revision realizado por Tse et al. (2021) reporta diferentes rendimientos
de bioetanol segun el tipo de generacion. Para la produccion de bioetanol de primera generacion,
los valores registrados incluyen 430 L-t™! para el arroz, 110 L-t! para la remolacha azucarera y
340 L-t! para el trigo. En el caso del bioetanol de segunda generacion, se destacan 362-456 L-t™!

para el rastrojo de maiz, 318-500 L-t! para el bagazo de cafa de azlicary 347 L-t! para el Agave
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americana. Comparado con lo reportado en nuestra investigacion es de 0.12 ml/g lo cual es
equivalente a 108 L-t™! que resulta ser un valor significativo comparado a los otros estudios.

Por otro lado, es importante sefialar que, las pérdidas en el rendimiento podrian estar relacionadas
con la formacién de subproductos durante el pretratamiento de la biomasa o la hidrdlisis acida, asi
como con la seleccion de la levadura utilizada en la fermentacién. Algunos estudios, como el de
Balat et al. (2008), han propuesto el uso de cepas genéticamente modificadas o adaptadas a medios
lignoceluldsicos para mejorar el rendimiento, lo que podria ser una via de investigacion en el
futuro.

Con relacion al rendimiento volumétrico, el presente estudio obtuvo un valor del 71.35%, por lo
que es posible que subproductos como furfural y 5-hidroximetilfurfural (HMF) hayan inhibido
parcialmente la actividad fermentativa de Saccharomyces cerevisiae. Se ha reportado que, la
formacién de estos compuestos es comun durante la hidrdlisis cida, especialmente cuando se
utilizan acidos fuertes como el H.SOa. Investigaciones como las de Palmqvist y Hahn-Hégerdal
(2000) destacan que furfural y HMF, se generan durante la degradacion de pentosas y hexosas, lo
que reduce el rendimiento fermentativo al interferir con el metabolismo celular de las levaduras.
Este fendmeno también ha sido observado por Olsson y Hahn-Hagerdal (1996), quienes indicaron
que la presencia de inhibidores derivados de la lignina, como los acidos fendlicos y aldehidos,
afecta significativamente la fermentacion teniendo como consecuencia la reduccion del
rendimiento global. En comparacidn, estudios como los de Cantarella et al. (2004), en el que se
analizd la produccidn de bioetanol a partir de residuos de maiz, reportaron rendimientos superiores
equivalentes a 75-78% debido al uso de pretratamientos enzimaticos en lugar de &cidos, los cuales
producen menos subproductos inhibidores. En contraste, investigaciones como las de Sanchez &

Cardona (2008) reportaron rendimientos similares ubicados entre el 70-72% debido a la limitacion
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generada por la formacion de furfural. Por lo tanto, estos autores sugieren que la neutralizacion
parcial de los acidos y la incorporacién de un detoxificador podrian mejorar la eficiencia de la
fermentacion.

En este contexto, el rendimiento de bioetanol obtenido no depende Unicamente del contenido
lignocelulosico presente en la planta, sino también de la eficacia de los procesos de pretratamiento,
hidrolisis y fermentacion a los que se somete la biomasa debido a que estos procesos juegan un
papel clave en la generacion de inhibidores que afectan negativamente la eficiencia de conversion.
Por ello, resulta fundamental que investigaciones futuras se orienten hacia la optimizacion integral
de los procesos combinando técnicas quimicas y enzimaticas para maximizar el rendimiento de
bioetanol a partir de Eichhornia crassipes (Das et al., 2019). Ademas, la mitigacion de los
subproductos inhibidores debe ser considerado por futuros investigadores a traves del uso de
agentes detoxificadores o la seleccion de cepas de levaduras mas resistentes a los inhibidores lo
que podria representar un avance significativo en la obtencion de mayores rendimientos en la
produccion de bioetanol (Sanchez & Cardona, 2008). Se sugiere que investigaciones futuras
incluyan un analisis detallado de las propiedades fisicoquimicas de los combustibles. Entre las
caracteristicas mas relevantes a considerar se encuentran la densidad, la viscosidad cinemaética, el
punto de fluidez, el punto de enturbiamiento, el punto de inflamacion y el valor calorifico, ya que
son factores clave para evaluar su calidad y rendimiento (Tarangan et al., 2023).

Aplicacion de la experimentacion de produccion de bioetanol a nivel industrial

Con el objeto de llevar el objetivo de la presente investigacion a una aplicacion industrial, es
preciso tener en cuenta la optimizacion del pretratamiento, en base a los resultados obtenidos, se
debe asegurar que el pretratamiento con NaOH y la hidrélisis acida sean eficientes a gran escala.

Autores como Nahar & Sunny (2024) sugieren a la implementacion de reactores continuos o por
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lotes para optimizar el proceso. Asi también, en el estudio de Das et al. (2014), se planted el uso
de enzimas hidroliticas y microbios fermentativos. Ademas de ello, es importante determinar la
cantidad de biomasa de jacinto de agua que se puede recolectar y procesar por dia en funcion de
la disponibilidad local y la capacidad de los equipos industriales.

De igual manera, se debe garantizar que haya un suministro sostenible de biomasa de jacinto de
agua en las zonas afectadas por su crecimiento excesivo. En ese sentido, se podrian establecer
convenios con gobiernos locales o incluso las comunidades para establecer programas de
recoleccion continua. Por otra parte, también es necesario evaluar los costos de infraestructura,
energia y mano de obra, asi como de la implementacion de tecnologias que permitan la
automatizacion de procesos, como la fermentacion y destilacion. Se ha mencionado que los
sistemas de monitoreo automatizados reducen la intervencion manual y mejoran la eficiencia del
proceso (Abeysuriya et al., 2024).

En cuanto a la generacion de subproductos derivados del proceso, como los residuos sélidos de la
biomasa, estos se podrian aprovechar para generar biogas o fertilizantes, contribuyendo a mejorar

la rentabilidad del proyecto y minimizando los residuos (Khan et al., 2021).

Costos de la produccidon de bioetanol

En referencia a los costos del bioetanol, estos se encuentran vinculados a su concentracion y
rendimiento. La produccion de bioetanol de segunda generaciéon (2G) a partir de biomasa
lignoceluldsica podria volverse més rentable mediante la optimizacion del pretratamiento, el
aumento del rendimiento en la sacarificacion y la mejora de la eficiencia en la fermentacion. Por
consiguiente, es fundamental reevaluar el proceso tecnoldgico empleado en la produccion de
bioetanol, identificar sus deficiencias y proponer soluciones que lo hagan viable desde una

perspectiva industrial y econdmica (Ceaser et al., 2024). El bioetanol no puede emplearse como
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combustible Gnico en motores diésel, por lo que debe mezclarse con petrodiésel. El uso de esta
mezcla presenta ciertos beneficios, como un aumento en la tasa de combustion premezclada, una
mayor eficiencia térmica y una reduccion en la emisién de humo (Tarangan et al., 2023). Para
proyectar los costos del bioetanol como biocombustible para un vehiculo y compararlo con
combustibles convencionales, es necesario considerar varios factores como el consumo de
combustible del vehiculo, es decir, se necesita conocer la cantidad de combustible que se consume
por kilémetro recorrido, costo de bioetanol, el cual puede variar segun la regién, las condiciones
del mercado y el proceso de produccion. Por otro lado, debe considerarse el valor energético y el
mas importante que hace referencia a la conversion del vehiculo, es decir, si el vehiculo puede
funcionar con etanol puro (E100) o si debe usar mezclas como E10 (10% etanol y 90% gasolina)
0 E85 (85% etanol y 15% gasolina). Se ha reportado que el costo de produccion de bioetanol tiene
un valor de 0,32 €/kg segtn los datos del inventario de costos de 2010, que consideraron factores
como magquinaria, personal y costos operativos de la planta de bioetanol. Por su parte, el costo de
produccion de la gasolina se fij6 en 0,69 €/kg, basado en datos de referencia del afio 2009.
Asimismo, se han analizado tecnologias y costos relacionados con la produccion de bioetanol a
partir de cafia de azUcar en comparacion con los combustibles de gasolina, considerando su uso en
la conduccion de automoviles. Basandose en datos de costos de 2005, se determiné que el costo
de produccion de la gasolina era de $0,59/kg, mientras que el costo de produccion del etanol se
estimo en $0,30/kg en el escenario base y $0,26/kg en el escenario proyectado (Daylan & Ciliz,
2016; Luo et al., 2009). El costo total de las materias primas y los productos quimicos influye
significativamente en el costo general de produccion de bioetanol, por lo que en la tabla 13 se

puede observan los costos de produccion para una planta de produccion de bioetanol.
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Tabla 13.

Costos de productos quimicas una planta de produccion de bioetanol

Materia prima Coste (€/kg bioetanol)
Acetato de vinilo 0.8
Acido sulfarico 0.35
Cal hidratada 0.08
CSL 0.48
Enzima celulasa 0.36
Amoniaco 0.2
Urea 0.38
Costo de la levadura 35
SALTO 0.28
Productos quimicos para calderas 2.9
Productos quimicos para aguas residuales 0.35
Polimero de aguas residuales 5.7

Nota. Tabla tomada de la investigacion realizado por Daylan & Ciliz, (2016)

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM @&  DE SANTA MARIA

CAPITULO V

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM @&  DE SANTA MARIA

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

A. Conclusiones

PRIMERO. Se logr6 determinar con éxito el alto contenido de humedad en el Jacinto de Agua
(Eichhornia crassipes), el cual obtuvo un valor promedio de 92.45 + 0.69 %, lo
que refuerza su caracteristica como una biomasa acuatica. Ademas, el contenido
de 35.28 % de lignina evidenciado en esta investigacion, resalta el elevado nivel
de este componente estructural en la planta, o que expone la importancia de
establecer condiciones 6ptimas de pretratamiento de modo que este resulte eficaz
para facilitar la liberacion de azUcares fermentables y mejorar el rendimiento de

bioetanol.

SEGUNDO. Se definieron condiciones 6ptimas para el pretratamiento alcalino de la biomasa
pulverizada de Jacinto de Agua (Eichhornia crassipes). El disefio experimental
reveld que el tratamiento con NaOH al 1 %, un tiempo de explosion a vapor de
30 minutos y un tamafio de particula de 150 pm son las condiciones mas
eficientes, logrando una concentracion maxima de 3.010 g/L de azlcares
reductores, resultado que se constituye clave para la obtencion de bioetanol.
Aunque el analisis estadistico mostré que el tamafio de particula no influyd
significativamente en los resultados, el proceso optimizado evidencia la
viabilidad de este pretratamiento para maximizar la produccion de azlcares

fermentables.
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TERCERO. La hidrdlisis acida de la biomasa pretratada, realizada con acido sulfurico
diluido, demostré6 una produccion promedio de 4.530 g¢g/L de azucares
reductores en los hidrolizados. Este resultado evidencia la efectividad del
proceso para liberar azlcares fermentables. En ese sentido, los resultados
reafirman el potencial del Jacinto de Agua (Eichhornia crassipes) como una
fuente viable de azUcares necesarios para la fermentacion y posterior produccion

de bioetanol confirmando su valor como fuente de energia renovable.

CUARTO. La fermentacion de los hidrolizados inoculados con levadura Saccharomyces
cerevisiae, y controlados durante 72 horas, produjo una concentracion de 0.164
g/L de bioetanol, valor que, comparado con otras especies acuaticas resulta
significativo teniendo en cuenta las condiciones de crecimiento de la especie lo

que permite una produccion sostenible y escalable.

QUINTO. El rendimiento volumétrico de la concentracion de azlcares reductores con
respecto a la concentracion de bioetanol el cual obtuvo un valor equivalente a
71.35% mientras que, el rendimiento en términos de biomasa inicial fue de 0.12
ml/g. Estos resultados destacan el potencial de del Jacinto de Agua (Eichhornia
crassipes) como un recurso valioso y sostenible para la produccion de
biocombustibles, posicionandolo como una alternativa renovable con un
potencial significativo para contribuir a la transicion hacia energias mas

respetuosas con el medio ambiente.
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B. Recomendaciones

1. Se recomienda a futuras indagaciones, realizar el pretratamiento considerando a variables
como la temperatura, tener en cuenta, un valor referencial mas bajo que el considerado en la
presente investigacion con el objeto de determinar la temperatura éptima que garantice
obtener mayor concentracion de azUcares reductores.

2. Se recomienda a futuras investigaciones enfocadas a la produccién de biocombustibles,
realizar un inventario de las plantas acuaticas, que, en su mayoria, son consideradas como una
maleza en la ciudad de Arequipa, a fin de aprovechar su biomasa lignocelulésica para la
produccion de biocombustibles de segunda generaciéon y de esa manera buscar sustituir las
fuentes de combustible por las amigables con el medio ambiente.

3. Se recomienda a futuras investigaciones, considerar una hidroélisis enzimatica, debido a que,
en estudios como el de Vasic et al. (2021) han reportado que este tipo de hidrolisis presenta
un proceso importante en la conversion de la celulosa en la biomasa pretratada. Ademas, la
hidrélisis enzimética tiene muchas posibilidades para mejorar la produccién de enzimas, su
reciclaje y la seleccion genética.

4. Se recomienda trabajar con tamafios de particula mayores a los de la presente investigacion,
ya que se demostrd que trabajando tamafio de particula muy pequefios no influye
significativamente en la produccion de azlcares reductores.

5. Se recomienda realizar disefios experimentales en los procesos de hidrolisis y fermentacion

para optimizar los resultados y aumentar la produccion de etanol.
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Investigacion, Conservacion, Educacion y Transformacion de Recursos
Reconocido por Resolucién de Direccién General Nro. 140-2016-SERFOR/DGGSPFFS

INSTITUTO CIENTIFICO MICHAEL OWEN DILLON (IMOD) /@
ol Y

"Afio del Fortalecimiento de la Soberania Nacional"

CONSTANCIA DE DETERMINACION DE MUESTRAS
N°001-2022

El Director del Instituto Cientifico Michael Owen Dillon (IMOD).

HACE CONSTAR:

Que la muestra presentada por las Srtas. Stefani Camila Gonzales Le6n, Alejandra
Yadhira Lazaro Mamani y Maria Fernanda Vallenas Yrigoyen estudiantes de
Ingenieria Ambiental de la Universidad Catdlica de Santa Maria, recolectada en el distrito
de Mejia, provincia de Islay, departamento de Arequipa con coordenadas de
17°07'16.4"S 71°53'21.9"W, y fue determinada taxonémicamente en las instalaciones del
Herbario del Instituto Cientifico Michael Owen Dillon, “Herbario Sur Peruano” (HSP), y
corresponde a:

Clase: Equisetopsida C. Agardh
Subclase: Magnoliidae Novak ex Takht.
Orden: Commelinales Mirb. ex Bercht. & J. Presl
Familia: Pontederiaceae Kunth
Género: Eichhornia Kunth
Especie: Eichhornia crassipes (Mart.) Solms

La clasificacion se ha realizado segin la propuesta por: Angiosperm Phylogeny
Group (APG) IV en “An update of the Angiosperm Phylogeny Group classification for
the orders and families of flowering plants: APG IV” (2016).

Se expide la presente, a solicitud de las interesadas, para los fines que estimen
conveniente.

Arequipa, 31 de enero del 2022

C.B.P.N° 2484
| Instituto Cientifico Michael Owen Dilg
Herbario Sur Peruano (HSP)
vquipuscoas@hotmail.com
vquipuscoa@imod.org.pe

Direccidon: Av. Jorge Chavez No. 610 Cercado, Arequipa - Peru
Pagina web: http://www.imod.org.pe/
Correo: imod.per@gmail.com
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Antes del secado Después del secado % de
Hojas | Tallos | Raices Hojas | Tallos | Raices humedad %thg]:lesdad %l_'lfz”nl;dad %l_:ZI'T:Sdad
@l @ | 0| ™| @|o]| @ | © cD
1] 6.97 28.85 7.04 4286 | 0.95 | 1.33 0.62 29 93.23 86.37 95.39 91.193
2 | 16.45 | 118.49 | 39.16 | 1741 3.56 | 6.58 416 | 143 91.79 78.36 94.45 89.377
3| 6.53 70 16.95 | 9348 | 3.07 | 3.89 1.66 | 8.62 90.78 52.99 94.44 90.206
4 |1 557 43.61 6.45 55.63 132 | 211 0.69 | 4.12 92.59 76.30 95.16 89.302
5| 871 25.6 6.54 4085 | 0.94 | 1.39 0.85 | 3.18 92.22 89.21 94.57 87.003
6 | 6.87 32.96 8.9 48.73 1.03 | 131 0.61 | 2.95 93.95 85.01 96.03 93.146
7| 5.83 4453 | 16.77 | 67.13 1.7 2.34 1.65 | 5.69 91.52 70.84 94.75 90.161
8| 7.07 34.08 [ 11.98 | 53.13 1.51 1.7 133 | 454 91.45 78.64 95.01 88.898
9 4.23 16.45 3.88 2456 | 0.61 | 0.64 0.32 | 1.57 93.61 85.58 96.11 91.753
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10| 7.88 321 7.12 47.1 11 129 | 0.62 | 3.01 93.61 86.04 95.98 91.292
11| 11.18 | 68.91 | 14.89 | 9498 | 2.28 | 3.54 1.5 7.32 92.29 79.61 94.86 89.926
12 115 79.48 | 3242 | 1234 2.9 5.16 | 3.63 [11.69| 90.53 74.78 93.51 88.803
13| 9.88 53.83 | 1156 | 7527 | 1.87 | 247 | 109 | 543 92.79 81.07 9541 90.571
14| 8.08 31.86 7.35 | 47.29 | 1.05 1.3 0.62 | 2.97 93.72 87.00 95.92 91.565
15| 128 3238 | 1143 | 56.61 | 1.39 | 203 | 0.89 | 4.31 92.39 89.14 93.73 92.213
16| 3.47 9.11 2.36 14.94 0.4 054 | 0.14 | 1.08 92.77 88.47 94.07 94.068

Total | 1060.06 Total |83.68 | 92.45 80.59 94.96 90.592
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Anexo 3. Tabla de resultados de caracterizacion de la biomasa (Jacinto de agua)

N° Peso de la muestra antes de | Peso de la muestra después Diferencia
la extraccion soxhlet (gr) de la extraccion soxhlet (gr) (Peso de
extractivos)
1 1.0006 0.7209 0.2797
2 1.0008 0.7195 0.2813
3 1 0.7116 0.2884
4 1.0007 0.7088 0.2919
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Anexo 4. Panel fotografico de la experimentacion

Figura 1. Secado, triturado y tamizado d

, e la biomasa
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Anexo 5. Resultados de Caracterizacion por Microscopia Electronica de Barrido

Figura 1. Muestra de Jacinto de Agua sin tratamiento

Spm EHT=10.00 kV Signal A= SE1 Date: 17 Jul 2024 g 20pm EHT = 10.00 kV Signal A= SE1 Dete: 17 Jul 2024
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lament Age = 1292 Hours Meg = SOORX Himedesox Flament Age= 1293 Hours MgE 10KXK° k163134
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INFORME DE ENSAYOD
N° DE INFORME: ANA1TG24.00002TA

Nombre del Cliente : Universidad Catlica de Santa Maria
Direccion del Cliente : Urb. San José, San José sin, Yanahuara
Ruc 1 201416375341

Condicion del Muestreado : POR EL CLIENTE

Descripcicn - M1- Jacinto de agua, sin tratamiento
Tamafio de muestra -0.5g

Fecha de Recepcidn S ATI07 2024

Fecha de Inicio del Ensayo S 1TI072024

Fecha de Emision de Informe - 17/07/2024
Pagina 1de1

I PARAMETROS DE ANALISIS:

PARAMETROS
Software Smart5EM ZEISS
Voltaje 10 Kv
Detector Electrones secundarios
Modo Alto vacio
Recubierta Cro-paladic
Modelo del equipo EVO 10MA CARL ZEISS

OBSERVACIONES:

- Los resultados emitidos en el presente informe se relacionan Unicamente a las
muestras ensayadas y no deben ser utilizados como una certificacion de conformidad
con nommas de producto o como certificado del sistema de calidad de la entidad que lo
produce. Este documento mo debe ser reproducido. sin autorizacion escrita del
Laboratorio de Microscopia Electronica.
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REPOSITORIO DE

Figura 2. Muestra de Jacinto de Agua con pretratamiento a NaOH 1% con 30 minutos a explosion a
vapor
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INFORME DE ENSAYOD
N° DE INFORME: ANA1TG24.0000278

Nombre del Cliente - Universidad Catélica de Santa Maria

Direccion del Cliente : Urb. San Jose, San José sin, Yanahuara

Ruc : 201416375341

Condicién del Muestreado : POR EL CLIENTE

Descripcion - M2- Jacinto de agua, MaOH 1%, 30min explosién al vapor
Tamafic de muestra :0.5g

Fecha de Recepcion S ATI072024

Fecha de Inicio del Ensayo S 1TI07r2024

Fecha de Emision de Informe - 17/07/2024
Pagina c1de1

1. PARAMETROS DE ANALISIS:

PARAMETROS
Software Smart5EM ZEISS
Voltaje 10 Kv
Detector Electrones secundarios
Modo Alto vacio
Recubierta COro-paladic
Modelo del equipo EVD 10MA CARL ZEISS

OBSERVACIONES:

- Los resultados emitidos en el presente informe se relacionan Gnicamente a las
muestras ensayadas y no deben ser utilizades como una certficacion de conformidad
con nommas de producto o como certificado del sistema de calidad de la entidad gue lo
produce. Este documento no debe ser reproducido, sin autorizacion escrita del
Laboratorio de Microscopia Electrénica.
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5pm EHT=1000K/  SignalA=SE Date: 174012024 g 20pm EHT=1000K/  SignalA=SET T g
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INFORME DE ENSAYOD
N® DE INFORME: ANA1TG24.000027C

Nombre del Cliente : Universidad Catdlica de Santa Maria

Direccion del Cliente : Urb. San Jos#, San José sin, Yanahuara

Ruc D 20141637341

Condicion del Muestreado : POR EL CLIENTE

Descripcion : M3- Jacinto de agua, NaOH 3%, 15min explosian al vapor
Tamano de muestra :0.5g

Fecha de Recepecion S ATI07/2024

Fecha de Inicio del Ensayo S ATI07R2024

Fecha de Emision de Informe  © 17/07/2024
Pagina c1de1

I. PARAMETROS DE ANALISIS:

PARAMETROS
Software SmartSEM ZEISS
Voltaje 10 Kv
Detector Electrones secundarios
Modo Alto vacio
Recubierta Oro-paladio
Modelo del equipo EVO 10MA CARL ZEISS

OBSERVACIONES:

- Los resultados emitidos en el presente informe se relacionan dnicamente a las
muestras ensayadas y no deben ser utilizados como una certificacion de conformidad
con nommas de producto o como certificado del sisterna de calidad de la entidad que lo
produce. Este documento mo debe ser reproducido. sin autorizacion escrita del
Laboratorio de Microscopia Electronica.
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