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Resumen. Como resultado del creciente mercado del biodiesel, se ha producido un aumento inevitable en la oferta de glicerina obte-
nida como subproducto del proceso. Con un abundante suministro barato de la glicerina sin refinar en el mercado, los investigadores
buscan encontrar nuevas alternativas de uso. Por ello, en esta investigacion se pretende analizar cdmo la glicerina proveniente de la
produccién de biodiesel de aceite de palma puede ser la materia prima para la produccion de quimicos con un alto valor comercial
por medios fermentativos y ser base para futuras biorrefinerias. A partir de la mezcla de glicerina, con diferentes sustratos por medio
de un proceso de fermentacion microbiana anaerdbica a partir de una cepa de Saccharomyces cerevisiae y una separacion posterior, se
pueden obtener diferentes productos de alto valor agregado como el etanol.
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PRODUCING ETHANOL FROM GLYCERIN, A BIOFUEL
BY-PRODUCT, USING SACCHAROMYCES CEREVISIAE

Abstract. The growing biofuel market has led to an inevitable increase
in the availability of glycerin, a by-product of the production process.
Due to this abundant supply of cheap unrefined glycerin, researchers are
looking for new alternative uses. This research analyzes how the glyc-
erin that comes from the production of palm oil biofuel could be used
as the raw material for producing chemicals with high commercial value
through fermenting agents, thus providing the basis for future bio-refin-
eries. By mixing glycerin with different substrates via an anaerobic mi-
crobial fermentation process using a strain of Saccharomyces cerevisiae
and prior separation, different products with high added value, such as
ethanol, can be obtained.

Keywords: ethanol, microbial fermentation, glycerin, biofuel by-
product.

PRODU(;AO DE ETANOL POR SACCHAROMYCES CEREVISIAE
A PARTIR DE GLICERINA, SUBPRODUTO DE BIODIESEL

Resumo. Como resultado do crescente mercado do biodiesel, produziu-
se um aumento inevitdvel na oferta de glicerina obtida como subprodu-
to do processo. Com um abundante fornecimento barato da glicerina
sem refinar no mercado, os pesquisadores procuram encontrar novas
alternativas de uso. Por isso, nesta pesquisa, pretende-se analisar como
a glicerina proveniente da produgdo de biodiesel de dleo de palma pode
ser a matéria-prima para a produc¢io de quimicos com um alto valor co-
mercial por meios fermentativos e ser base para futuras biorrefinarias. A
partir da mistura de glicerina com diferentes substratos por meio de um
processo de fermentagdo microbiana anaerdbica a partir de uma cepa
Saccharomyces cerevisiae e uma separagdo posterior, podem-se obter di-
ferentes produtos de alto valor agregado como o Etanol.

Palavras-chave: etanol, fermentagdo microbiana, glicerina, subproduto
de biodiesel.
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1. Introduccion

Durante afos, la base del desarrollo de los paises in-
dustrializados ha sido el uso masivo de combustibles
fosiles y hoy sigue siendo un elemento principal de los
procesos de cambio econdmico que caracterizan a los
paises mas poblados del mundo. Esta gran dependen-
cia respecto al uso de combustibles fosiles ha generado
histéricamente una gran preocupacion por los impac-
tos ambientales de la combustién masiva de combus-
tibles fosiles y, sobre todo, de sus efectos en el cambio
climatico.

A nivel mundial, durante los ultimos afos las re-
servas de crudo han experimentado una disminucién
considerable, mientras que la produccién ha variado en
funcién de la demanda y de las politicas de produccion
de la Organizacion de Paises Exportadores de Petroleo
(opEP), segtn la Secretaria de Energia de México [1].
De igual manera, el mercado de combustibles fésiles en
Colombia ha tenido un comportamiento similar al del
mercado mundial. Por una parte, el volumen de reser-
vas de crudo ha presentado una tendencia decreciente
durante los ultimos diez afios [2].

En este sentido, el biodiesel se presenta como una
alternativa para disminuir el impacto ambiental de los
combustibles tradicionales. Sin embargo, el proceso
convencional de transesterificacion de aceites para la
obtencién de biodiesel da como resultado la formacion
de glicerina como producto secundario en un 10% con
respecto a la materia prima suministrada, segin De-
mirbas [3]. Actualmente se conocen multiples aplica-
ciones posibles para la glicerina y sus derivados, que
se comercializan segun sus grados de calidad; pero lo
cierto es que no existen ain propuestas de uso directo
definidas para la glicerina obtenida como subproducto
del biodiesel, debido a que en general esta no cumple
el estindar minimo de calidad y su costo de refinacion
a grado usp (Grado Farmacéutico y Alimenticio), con-
duce a un producto poco viable, segiin Yang y colabo-
radores [4].

Por esta razon, se ha motivado la investigacion de
otras estrategias de recuperacién de recursos, siendo
una opcién la bioconversién de glicerina a compues-
tos de alto valor a través de fermentacion microbiana
anaerdbica, ya que por su mayor grado de reduccion de
azucares ofrece la oportunidad de obtener productos
quimicos como el succinato, etanol, xilitol, propionato,
hidrogeno, etcétera, lo que representa una via prome-
tedora para lograr la viabilidad econémica en la indus-
tria de los biocombustibles.
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1.1. Glicerina, subproducto de
la produccion de biodiesel

La glicerina cruda, con una concentracién maxima
del 60% de glicerina, es de poco valor, ya que contiene
gran cantidad de jabones, catalizador alcalino y meta-
nol, y es medioambientalmente peligrosa, debido a este
ultimo compuesto; por tanto, para poder aprovecharla,
debe llevarse al menos a un grado técnico (85% p/p de
pureza), segiin Hasheminejad y colaboradores [5].

Una alternativa comun es someterla a un proce-
so de acidulacién con acido fosférico, para separar las
tres fases presentes: la glicerina (con el metanol atn di-
suelto); los acidos grasos libres (provenientes del acei-
te); y una fase sdlida consistente de sales formadas por
la reaccion entre el catalizador alcalino y el acido agre-
gado [6].

La glicerina resultante debe ser separada del me-
tanol hasta alcanzar una pureza de aproximadamente
85% (p/p). En esta condicion ya esta lista para su uso
directo o como insumo en otros procesos industriales

[7].
1.2. Usos alternativos de la glicerina

Encontrar nuevos usos de la glicerina cruda de la in-
dustria del biodiesel sigue siendo motivo de preocu-
pacion entre los productores actuales y futuros. Sin
embargo, la seleccidon e implementacion de cualquiera
de las alternativas de aprovechamiento, requiere de un
estudio global que permita concluir sobre la viabilidad
del proceso [4]. Asimismo, los principales productos
de una biorrefineria son energéticos en forma de calor,
electricidad o biocombustibles, y otros biomateriales
de alto valor agregado en el mercado, lo que permite
la rentabilidad del proceso. Como ejemplos de bioma-
teriales se pueden citar proteinas, enzimas, acidos or-
ganicos, colorantes, antioxidantes, prebiodticos, agentes
inmunoldgicos y saborizantes. Esta amplia gama de
biomateriales se debe a la diversidad en los tipos de
biomasa disponibles y a las tecnologias que pueden ser
utilizadas en una biorrefineria para la produccion de
etanol, a partir de glicerina obtenida como subproduc-
to de la produccion de biodiesel.

Igualmente, la glicerina se ha convertido en una
materia prima ideal para producir compuestos reduci-
dos a través de la fermentacion anaerébica. Yazdani y
Gonzélez [8] identificaron las condiciones medioam-
bientales que permiten la fermentacion de glicerina,
junto con las vias y los mecanismos que median este



proceso para la conversion eficiente de glicerina cruda
en etanol, a un costo menor que los procesos tradicio-
nales que utilizan la cafa de azdcar.

1.3. Fermentacion

La fermentacién es un proceso tipico que se lleva a
cabo en un fermentador o, en general, biorreactor, me-
diante el cual determinados sustratos que componen el
medio de cultivo son transformados por accién micro-
biana en metabolitos y biomasa. Existen cuatro etapas
bien diferenciadas: 1. propagacion de cultivos, lo que se
realiza en el laboratorio y que comienza generalmente
en un tubo de ensayo que contiene un repique reciente
del microorganismo o un tubo liofilizado o congelado,
donde se conserva la cepa de interés o de una colo-
nia del microorganismo previamente seleccionada; 2.
fermentacion, con el material obtenido anteriormente,
se siembra el tanque de in6culo que puede tener un
volumen de 50, 500 o 1000 L segtin la escala industrial
posterior; del tanque de indculo se pasa posteriormen-
te al fermentador industrial cuyo volumen puede va-
riar de acuerdo con el producto que se va a obtener;
3. operaciones y proceso de separacion y purificacion
de los productos. Estas etapas comprenden la separa-
cién de insolubles por filtracién, centrifugacion o de-
cantacidn, posteriormente, separaciones primarias por
extraccion, absorcion, adsorcion, ultrafiltracion y, por
ultimo, purificacién por extraccion liquido-liquido, o
extraccion a dos fases acuosas, o cromatografia de afi-
nidad hasta el aislamiento del producto; 4. tratamiento
de efluentes [9].

Las levaduras son los microorganismos mads uti-
lizados en la produccién de etanol por la via fermen-
tativa, debido a que producen un mejor proceso de
separacion después de la fermentacion, ademas produ-
cen un contenido de toxinas muy inferior a otros mi-
croorganismos [10].

Tal es el caso de la levadura Saccharomyces cerevi-
siae, que bajo condiciones anaerobias reduce el piru-
vato a etanol con emisiones de CO,, obteniéndose un
rendimiento estequiométrico tedrico de 0,511 g de eta-
nol y 0,489 g de CO, por 1 g de glucosa metabolizada.
Sin embargo, se ha observado que a nivel experimen-
tal e industrial sélo se alcanza entre el 87% y el 95%
del rendimiento tedrico para el etanol, ya que esta le-
vadura también utiliza la glucosa en la produccién de
otros subproductos. No obstante, se prefiere su uso por
requerir de menores costos de manejo, ya que la pre-
sencia de sacarosa en algunos sustratos no afecta el ren-
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dimiento de etanol; asimismo, los subproductos de la
fermentacion y la concentracion a la cual estos se pro-
ducen no crean efectos colaterales [11].

Dentro de los requerimientos nutricionales, de
las fuentes de carbono y energia que puede emplear la
Saccharomyces cerevisiae figuran algunos monosaca-
ridos como la glucosa, fructosa, manosa y galactosa,
entre otros. También son capaces de utilizar disacari-
dos como la maltosa y la sacarosa y trisacaridos como
la rafinosa. Ademds de utilizar otras fuentes de carbo-
no distintas a carbohidratos y aminodacidos, entre las
mas destacadas se encuentra la capacidad de utilizar la
glicerina [12].

1.4. Etanol

Estudios realizados permitieron obtener etanol al
99,5% de pureza, a partir del disefio del proceso de fer-
mentacion anaerdbica de glicerina cruda a etanol [13].
Esto es concordante con los estudios de Ito y colabora-
dores [14] y Dharmadi y colaboradores [15], quienes
adicionalmente describen el proceso en etapas, las cua-
les principalmente consisten en la preparacion previa
de glicerina crudo de fermentacion, la fermentacion de
la glicerina en etanol y el 4cido succinico, y la separa-
cién secundaria de los productos mediante destilacion,
tamices moleculares u otras unidades de separacion.

En 2012, Kasavi y colaboradores [16] evaluaron
cinco cepas de Saccharomyces cerevisiae industriales
por su sostenibilidad para uso en los procesos de pro-
duccion de etanol. El crecimiento y el rendimiento de
produccion de etanol se valoré en diversos residuos
agroindustriales —incluyendo pasta de azucar de re-
molacha, almidén y melaza de remolacha azucarera—
y residuos biologicos —como la zanahoria, tomate y
patatas—. Unos analisis de componentes principales
de los parametros de fermentacion relacionados con el
crecimiento y la produccién de las cinco cepas cultiva-
das en glucosa demostraron la superioridad de una de
las cepas (Y9) respecto a su rapido crecimiento y los
rendimientos mds altos de etanol.

De igual forma, una cepa de Saccharomyces cerevi-
siae fue metabolicamente disefiada para mejorar la pro-
duccidn de etanol a partir de glicerol. Las altas tasas de
utilizacion de glicerol se lograron por la sobreexpre-
sién simultanea de glicerol deshidrogenasa (gcy) y di-
hidroxiacetona quinasa (Dak). La produccion de etanol
en general en la cepa YPH 499 (pGceyaDak, pGupCas)
fue 3,4 veces mas que en la cepa salvaje, con alrededor
de 2,4 g/L etanol producido [10]. De la misma mane-
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ra, en estudios posteriores, Yu y colaboradores [17] de-
mostraron la posibilidad de proporcionar proteccién
contra la presion osmética y al mismo tiempo aumen-
tar etanol y la reduccion de la produccion de glicerol en
cepas de S. cerevisiae, utilizando glicerina como fuen-
te de carbono.

Asimismo, Ochoa-Estopier y colaboradores [18]
demuestran que el crecimiento sucesivo de la S. cerevi-
siae CBS 8066, CEN.PK 113-7D en glicerina como unica
fuente de carbono mejoré considerablemente la pro-
duccién de etanol desde 0,01 hasta 0,2 h-1.

2. Metodologia

Se llevard a cabo un estudio de tipo experimental para
determinar cual es el porcentaje de etanol obtenido a
partir de glicerina purificada, necesario para el disefio
de un prototipo a escala industrial mediante procesos
fermentativos, utilizando Saccharomyces cerevisiae. Se
analizaran variables de importancia en un proceso fer-
mentativo discontinuo o batch, monitoreado durante
36 horas. De esta forma, el proyecto involucrara cinco
fases para seguir asi:

1. Activacion y establecimiento de las cepas de Saccha-
romyces cerevisiae: sembrando el microorganismo
en Agar Sabouraud e incubandolo a 37 °C por 48
horas, para el establecimiento de la cepa madre; se-
guido por un recuento en camara de Neubauer para
evaluar la pureza de la misma.

2. Determinacién del comportamiento cinético de
Saccharomyces cerevisiae: se estableceran cuatro
tratamientos experimentales (T1, T2, T3) y un
tratamiento control (T0) que se monitorearan con
intervalos de tres horas durante 36 horas, evaluan-
dose variables como concentracion de biomasa por
recuento directo en cdmara de Neubauer, pH que
permitiran determinar parametros cinéticos de
importancia.

3. Establecimiento de las condiciones de proceso para
la optimizaciéon del medio de cultivo y estandariza-
cién de la fermentacién: aqui se determinard la tem-
peratura Optima para incrementar la produccion de
este metabolito (etanol) en el medio de cultivo a
evaluar teniendo en dos condiciones de temperatu-
ra 10-15 °Cy de 30-35 °C.
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4. Rendimiento de produccidn de etanol, a partir de los
microorganismos, a partir de la glicerina: que involu-
crard el andlisis de los resultados obtenidos anterior-
mente mediante un analisis ANOva multifactorial,
determinando si existen diferencias entre los trata-
mientos seguin el porcentaje de etanol producido.

5. Modelacién del proceso a escala industrial: donde a
partir de los resultados obtenidos anteriormente a
escala de laboratorio, se podra simular a una escala
mayor el proceso de produccion de etanol y verifi-
car la rentabilidad del proceso. Como resultado de
esta investigacion se espera establecer el dimensio-
namiento de los equipos para la produccién de eta-
nol, por medios fermentativos a partir de glicerina
cruda y purificada.

3. Discusion y conclusiones

Con la ejecucion del proyecto de investigacion se pre-
tende evaluar el comportamiento de las variables téc-
nicas mas importantes para la produccién de etanol,
a partir de glicerina, obtenida como subproducto de
la produccién de biodiesel, buscando la activacién de
las cepas de Saccharomyces cerevisiae, la determina-
cién del comportamiento cinético, el establecimiento
de condiciones de proceso para la optimizaciéon del
medio de cultivo y estandarizacion de la fermentacion,
asi como la simulacion de los procesos que permiten
realizar el disefio del proceso, teniendo en cuenta las
propiedades fisicoquimicas, los balances de materia y
energia y las unidades de operacion requeridas para el
modelamiento del proceso con un alto grado de con-
fiabilidad, y obteniendo mayor entendimiento de cada
aspecto del proceso productivo.

Lo anterior es en buena medida un reflejo de la ne-
cesidad cientifica que existe de encontrar y desarrollar
tecnologias que permitan darle uso a la gran oferta dis-
ponible de glicerina, provocada por el auge de biodie-
sel a nivel mundial, aunado a los precios bajos de este
subproducto.

Al utilizar la glicerina como materia prima para la
produccidn de etanol, se obtiene un valor agregado a la
produccién de biodiesel de aceite de palma, en funcién de
alternativas amigables con el medioambiente, proporcio-
nandole una alternativa de aprovechamiento a este sub-
producto y un biocombustible de segunda generacion.
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