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Estrategias de aprovechamiento del jacinto de agua (Eichhornia
crassipes) hacia la produccion de bioetanol

Strategies for the Use of Water Hyacinth (Eichhornia Crassipes) Towards the
Production of Bioethanol
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Resumen

El jacinto de agua (Eichhornia crassipes) se considera una especie invasora, debido a su alta adaptabilidad a un amplio tipo de
ecosistemas, que afecta el equilibrio natural de los sistemas acudticos. Su alto desarrollo incide en la reduccién del oxigeno, la flora
y la fauna en las fuentes de agua y a su dificil erradicacion. Por lo tanto, es necesario buscar aplicaciones del uso de su biomasa,
pudiéndose aprovechar como un recurso energético (bioetanol, biogds, briqueta, etc.), debido a que presenta una alta concentracién
de celulosa y hemicelulosa y un bajo contenido de lignina. La presente revisiéon muestra el potencial uso que tiene esta planta,
indicando los diferentes tipos de procesos que se llevan a cabo para su transformacion en la produccién de bioetanol, justificando la
seleccién de este tipo de materia prima, seguido de las fases de pretratamiento, hidrdlisis, fermentacion y destilacion que sufre la
misma, hasta llegar al producto final.
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Abstract

The water hyacinth (Eichhornia crassipes) is considered an invasive species, due to its high adaptability to a wide type of ecosystems,
which affects the natural balance of aquatic systems. Its high development affects the reduction of oxygen, flora and fauna in water
sources and its difficult eradication. Therefore, it is necessary to find applications for the use of its biomass, which can be used as an
energy resource (bioethanol, biogas, briquettes, etc.), because it has a high concentration of cellulose and hemicellulose and a low
lignin content. This review shows the potential use of this plant, indicating the different types of processes that are carried out for
its transformation in the production of bioethanol, justifying the selection of this type of raw material, followed by the phases of
pretreatment, hydrolysis, fermentation and distillation to which it is subjected, until reaching the final product.
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1 Introduccion

El buchén de agua (Eichhornia crassipes), también
conocido como jacinto de agua, es nativo de

Suramérica, principalmente en la region ecuatorial.

Esta especie de planta es macrofito vascular flotante
de agua dulce, se considera como maleza acuéatica
y se desarrolla en zonas tranquilas o con ligero
movimiento, como zanjas, canales, presas, arroyos,
rios y pantanos [1]. Sus tallos y hojas tienen forma
de sacos llenos de aire, que le permiten suspenderse
permanentemente en la superficie del agua. Presenta
una reproduccion tanto sexual como asexual, origina
frutos en forma de cdpsula, de manera que se

multiplica y se prolifera extremadamente répido [2].

Esta reproduccién sencilla se efectia por divisién
de los estolones, durante una estacion favorable del
afio, originando naturalmente una red vegetal capaz
de colonizar en poco tiempo una gran superficie
acuatica [3].

Generalmente, tiene un gran contenido de agua,
superior al 90% [4]. Por otra parte, la base seca
presenta alrededor de un 25% de contenido de celulosa,
35% de hemicelulosa, 10% de lignina, 25% de cenizas
y 5% de otros compuestos, los cuales pueden tratarse
de lipidos [5]. El alto valor de las cenizas estd dado a
la propiedad de esta planta para retirar sustancias de
las masas de agua, como metales pesados [4].

Debido a la composicién y a la disposicion del
jacinto de agua en superficies acudticas, provoca
evapotranspiracion tres o cuatro veces superior a lo
normal, consumiendo el cuerpo de agua y causando
putrefaccién, bloqueando la luz e impidiendo el
desarrollo del fitoplancton. Ademads, absorbe el
oxigeno que producen las plantas sumergidas y altera
la quimica del agua, permitiendo el crecimiento
de flora cianobacterial, entre ellas la Microcystis
aeruginosa, una bacteria toxica que produce varias
neurotoxinas.
dentro del ecosistema, envenenando asi el agua y
convirtiéndola en no potable. Esto hace que la planta
esté considerada dentro de las 100 especies mas
invasivas del mundo por la Unién Internacional para
la Conservacion Natural (UINC), convirtiendo a esta
especie en un problema ambiental.

Por tanto, dificulta la fotosintesis

Al retirar la planta de los efluentes se crearia una
biomasa residual, la cual ha inducido al desarrollo

de una gran cantidad de estudios alternativos, con el
fin de valorizarla, aprovechando al mismo tiempo su
alto contenido de celulosa, hemicelulosa y lignina,
ademds de generar miltiples productos (enzimas
como celulasa, 3-glucosidasa, xilanasa, xantogenato
de celulosa, acido levulinico, acido shikimico,
biogds, biohidrégeno, biopolimero, biobutanol,
biofertilizantes, polimeros superabsorbentes, fibra
de carbono, xilitol y bioetanol).

Dentro de los cuantiosos estudios con la planta,
destaca su aplicacion en tratamientos de aguas resid-
uales.
plantas acudticas ha sido desarrollada como un
tratamiento secundario o terciario alternativo de
aguas residuales, y ha demostrado su eficiencia en
la remocidn de sustancias organicas, asi como nu-
trientes y metales pesados, por medio de la biosor-
cion, a través de vias de absorciones metabdlicas o
mediadas metabdlicamente, para recuperar medios
acudticos contaminados con metales pesados como
Cadmio (Cd), Zinc (Zn), Cromo (Cr), Plomo (Pb) y
Cobre (Cu), comprobandose eficiencias de remocidn
de hasta 97% en los metales pesados y hasta el 98%
en solidos suspendidos [4].

En la fitorremediacion, la utilizacién de

Un uso interesante de la fitorremediacion con
jacinto de agua ha sido demostrado en la produccién
pecuaria. Esta planta acudtica es capaz de eliminar
un gran ndmero de contaminantes presentes en las
aguas residuales de los criaderos de cerdos y en el
tratamiento de estiércol del ganado lechero, y de
patos. Asimismo, en combinacién con la lenteja de
agua, puede disminuir hasta el 79% el nitrégeno total
y el 69% del fésforo total del lactosuero, principal
contaminante de la industria lactea [6].

También se ha pensado el uso de biomasa seca y
molida para la elaboracion de filtros bioldgicos y a
la vez tratar las aguas contaminadas, aprovechando
sus propiedades de manipulacién hidréfila o hidré-
foba, elasticidad, capacidad de absorcién de agua,
capacidad de adsorcién o intercambio iénico, re-
sistencia a los ataques microbioldgicos y resistencia
térmica. Puede ser modificada generalmente, medi-
ante tratamientos fisicos o quimicos. Se ha obser-
vado que las raices secas y molidas pueden eliminar
alrededor del 70% de Zn, Cd, U, Pb [7].
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A diferencia de lo anterior, el contenido consider-
able de polimeros de polisacaridos (principalmente
celulosa), puede hacer que el jacinto de agua sea
un buen candidato para la fabricacién de bioetanol,
como se describird a continuacion.

2 Produccion de bioetanol, a partir de jacinto
de agua

Actualmente, sélo el 1% del bioetanol se obtiene de
la biomasa lignocelulésica, como biocombustible de
segunda generacion, donde los residuos forestales y
agricolas, mds fracciones organicas de los residuos
municipales, resultan ser las materias primas preferi-
das para la sintesis, al estar ampliamente disponibles
como productos secundarios y como material de
desecho, por lo que no es necesario enfrentarse al
dilema de "alimento o combustible [8].

El jacinto de agua entra en esta tipologia, princi-
palmente debido a que esta planta estd compuesta
en su gran mayoria por celulosa y hemicelulosa.
Sin embargo, el proceso de produccién de etanol
presenta niveles de complejidad mucho m4s altos,
que los procesos para la produccién de biocom-
bustibles de primera generacién. Comparando con
la materia prima que contiene sucrosa, que puede
ser asimilada directamente, y la biomasa almidon-
ada, que es digerible después de un solo paso de

hidrdlisis, la biomasa lignocelulésica necesita un
preacondicionamiento mas extenso, para permitir la
fermentacion del etanol, debido a su estructura rigida.
Ademads, la optimizacidn, el disefio y la disposicién
del proceso desempefian un papel importante en la
maximizacién de los rendimientos en la obtencién
de etanol y en los sistemas de alta productividad [8].

La bioconversién del jacinto de agua es posible
por los altos niveles de celulosa y hemicelulosa en la
masa seca, lo que permite obtener mayores concen-
traciones de azicares fermentables, que pueden con-
vertirse en etanol por accién microbioldgica, luego
de que estos sean hidrolizados por técnicas quimi-
cas o enzimaticas. Entre los microorganismos em-
pleados con mayor frecuencia se encuentran las
levaduras, donde Saccharomyces cerevisiae, Saccha-
romyces uvarum'y Candida utilis exhiben una mayor
productividad [4].

La Figura 1 resume las distintas etapas de pre-
tratamiento y fermentacién para la biomasa ligno-
celulésica. Combinan procesos individuales como:
hidrdlisis y fermentacién separadas (SHF), hidrélisis
y fermentacion simultaneas (SSF), hidrolisis y cofer-
mentacién simultdneas (SSCF), bioprocesamiento
consolidado (CBP) y bioprocesamiento integrado
(IBP) [8].

Pretratarmienta y
desintoxicacion

Lignocelulosa —» L Hidralisis

Fermentacion | | || Purificacian
. —»sEtanol

SSFISSCF

CEF !

Figure 1. Diferentes estrategias de fermentacion y proceso general para la sintesis de etanol lignoceluldsica [8].

En el proceso SHF, los indices mas altos de
hidrélisis enzimdtica se reportan a temperaturas
que estdn por encima de los niveles 6ptimos de
fermentacién para microorganismos productores

de etanol. Sin embargo, existen rendimientos
muy bajos, debido a los efectos inhibidores de los
productos de la sacarificaciéon enzimética [8].
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Por otra parte, en el proceso de SSF, se combinan
la hidrdlisis y la conversién de aziicares en un solo
reactor, permitiendo obtener mayores rendimientos
de etanol, con tiempos de reaccién reducidos
al aumentar las tasas de hidrdlisis, puesto que
la fermentacién simultinea de la glucosa reduce
la concentraciéon de azicares en el medio de
fermentacién y se reduce la inhibicién de los
productos de la celulosa [8].

En el proceso SSCF es posible cultivar cepas
etanoldgicas que sean termoestables, con el fin de
superar las diferencias de temperatura y los co-
cultivos de especies fermentadoras de pentosas y
hexosas, que permitan la conversiéon de todos los
azlicares presentes. Sin embargo, respecto a las
condiciones del proceso, deben ser compatibles [8].

De esta manera, en el proceso CBP se reducen
costos al introducir la produccién de enzimas por
parte de ciertas bacterias y hongos celuliticos, con
el fin de eliminar la necesidad de tener que producir
o comprar celulasas por separado. Sin embargo, el
proceso se enfrenta a bajos rendimientos de etanol
y a largos periodos de fermentacién, que reducen su
eficiencia global [8].

Por dltimo, en el proceso IBP la integracioén in situ
de la deslignificacién microbiana, en combinacion
con la produccién interna de enzimas y la co-
utilizacién de productos secundarios, resulta ser
una opcion favorable para la produccién rentable
de etanol lignocelulésico, pero se necesita un mayor
desarrollo para alcanzar la experiencia técnica [8].

2.1 Pretratamiento del Jacinto de agua

Desde el punto de vista energético y quimico, el
pretratamiento debe ser eficiente y se deben consid-
erar varios criterios, como preservar la fraccion de
hemicelulosa, evitar la degradacion o la pérdida de
celulosa, asi como la formacién de compuestos que
inhiban el crecimiento de los microorganismos en la
fermentacion y minimizar los costos del proceso. La
generacion de lignina de alto valor afiadido, también
puede ser un parametro de comparacién entre los
distintos tipos de pretratamiento con el costo de las
fases posteriores de recuperacion del producto [9].

Entre los pretratamientos fisicoquimicos mads

exitosos se incluyen tratamientos termoquimicos
como la explosion de vapor, donde el jacinto de
agua debe ser tratado con vapor saturado a alta
presién y, luego, la presion debe ser reducida
rdpidamente, haciendo que los materiales sufran
una descompresion explosiva. El proceso tiene que
iniciarse a una temperatura entre 160 °Cy 260 °C,
a una presion entre 0,69 MPa y 4,83 MPa, durante
varios segundos, hasta unos pocos minutos, antes
de que el material quede expuesto a la presién
atmosférica. Los procesos causan la degradacién
de la hemicelulosa y la transformacidn de la lignina
a alta temperatura, aumentando asi el potencial de
hidrélisis de la celulosa [10].

De igual manera, el pretratamiento alcalino tam-
bién ha sido empleado, a partir de la saponificacién
de los enlaces éster intermoleculares, que entre-
cruzan las hemicelulosas del xilano y otros compo-
nentes, como, por ejemplo, la lignina. La porosidad
de los materiales lignocelulésicos puede aumentar
con la eliminacién de los enlaces cruzados. Por
ejemplo, algunos estudios han demostrado que el
tratamiento con NaOH diluido (0.5%) causa hinc-
hazén, lo que da lugar a un aumento en la superficie
interna, disminucién del grado de polimerizacién y
cristalinidad, separacién de los vinculos estructurales
entre la lignina y los carbohidratos y perturbacién de
su estructura [5].

Tener una comprension fundamental de las diver-
sas tecnologias de pretratamiento puede ayudar a
encontrar el mejor método/combinacioén para una
determinada materia prima de biomasa [11]. Por lo
tanto, es sumamente importante que se desarrolle
un método de pretratamiento eficiente, rentable y
respetuoso con el medio ambiente.

Adicionalmente, se ha evaluado la posibilidad de
utilizar pretratamientos con enzimas degradantes de
lignina, las cuales intervienen principalmente bajo
reacciones oxidativas. Estas suelen ser produci-
das por Phanerochaete chrysosporium, Pleurotus
ostreaus, Ceriporia lacerata, Pycnoporus cinnarbar-
inus, Cyathus stercolerus, C. subvermispora [12]. El
objetivo principal del pretratamiento enzimético es
hidrolizar la hemicelulosa y deslignificar.

En primer lugar, varias enzimas auxiliares atacan
a la hemicelulosa, como la glucuronidasa, la
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acetilesterasa, la feruloilesterasa, la xilanasa, la yz -
xilosidasa, la galactomanasa y la glucomananasa
[13]. Posteriormente, la lignina peroxidasa degradan
el componente de lignina no fendlica, mientras que
la peroxidasa de manganeso degrada las unidades
tanto fendlica como no fendlica [14]. Por otra parte,
las lacasas (enzimas que contienen cobre) actian
sinérgicamente con las peroxidasas, lo que da como
resultado una degradacién completa de la lignina,
debido a la oxidacién de las unidades fendlicas de
esta [15].

3 Hidrolisis

Posterior al pretratamiento de remocién de lignina y
otros compuestos indeseables, la hidrélisis convierte
la celulosa y/o hemicelulosa a sacaridos simples,
a través de un tratamiento quimico o enzimético.
El jacinto de agua, al poseer distintas estructuras
de celulosa cristalina, presenta uno de los mayores
inconvenientes en este paso del proceso. Aunque
la hemicelulosa es facilmente hidrolizable, su
carbohidrato principal, la xilosa, es dificil de
fermentar en alcohol. Estudios de algunos autores
indican que se necesita utilizar diferentes 4cidos
para producir xilosa, arabinosa, glucosa y dcido
acético, mediante la ruptura de los enlaces f8 -1,4
de la glucosa o los monémeros de xilosa o grupos
acetilos [13].

El azidcar fermentable total disponible mediante
hidrdlisis dcida puede ser del 90% del valor tedrico
del azicar presente. El proceso de dilucién de los
dcidos debe llevarse a cabo a temperaturas de 120
°C a 200 °C y presiones entre 103 kPa 'y 517 kPa,
con tiempos de reaccion en el rango de 30 minutos a
2 horas, mediante procesos continuos [13].

Los procesos de acido concentrado (60%) pueden
tener éxito, para producir mayores rendimientos de
azicar, mayores al 90%, tanto para los azicares de
xilosa como de glucosa. Este proceso implica tipi-
camente el uso de temperaturas suaves y presiones
moderadas, creadas por el bombeo de materiales de
un recipiente a otro, para una hidrélisis efectiva [13].

No obstante, los procesos de hidrélisis acida
tienen varias desventajas, debido a la formacion
de compuestos no deseados, como el furfural, el

hidroximetilfurfural, 5-hidroximetilfurfural, acido
acético, acido férmico, acido levulinico, etc., que
inhiben la fermentacién, debido a que en las
reacciones quimicas se generan sustancias toxicas
que inhiben a las células y, por consiguiente, afectan
al crecimiento especifico de células y el rendimiento
de masa por ATP [5]. Asi mismo, la eliminacién de
estos compuestos causa costos adicionales. El uso
de la cal para neutralizar el 4cido tiene la desventaja
de una pérdida significativa de azicar en forma
de yeso. Estos procesos podrian ser reemplazados
por separaciones cromatograficas muy econdémicas
con reciclaje de acido. Por lo tanto, para muchos
autores, este método es de bajo rendimiento y
ademds generan muchos subproductos perjudiciales
para el ambiente [13].

En contraposicion, se utilizan bases tales como
el hidréxido de sodio al 5% en peso o 10% en
peso. Se esterilizan con diferentes tiempos de 30
a 60 minutos, y luego se neutraliza con agua. Sin
embargo, aunque no genera subproductos téxicos,
se ha demostrado que tiene una produccién menor
que la hidrélisis dcida, ya que la sustancia alcalina
conlleva a un hinchamiento que no necesariamente
implica hidrdlisis 0 modificacién en su composicién
quimica [5].

Por otra parte, autores como Teixeira et al.
reportan el uso de celulasas como alternativa de
hidrdlisis, las cuales se clasifican en tres grandes
grupos, segln su ubicacién en el sustrato de celulosa:
(i) endoglucanasas (EnG), que rompen los enlaces
internos de la fibra de celulosa, (ii) exoglucanasas
(ExG), que actian en la regién externa de la
celulosa y (iii) B-glucosidasas (BG), que hidrolizan
oligosacdridos solubles en glucosa [4]. Sin embargo,
varios estudios indican que es importante y necesario
optimizar un proceso previo de pretratamiento,
que permita mayor facilidad de hidrélisis de los
materiales lignoceluldsicos, para producir un alto
rendimiento de glucosa [17].

Por otra parte, varias investigaciones han evaluado
los efectos de las diferentes condiciones del proceso
de pretratamiento biolégico, como el contenido de
humedad inicial (CMI), el tamafio del material, la
adicién del cofactor Mn?*, para la degradacién de la
lignina, y melaza, para incrementar la produccién de
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bioetanol al aumentar la concentracién de glucosa.
Los resultados demostraron que la eleccién de un
contenido de humedad inicial (CMI) del 70% puede
proporcionar un aumento del rendimiento de la
glucosa hasta el 17% y el uso de material con tamafio
de particula fino un 20%. La adicién de melaza
en una concentracién del 2% permite alcanzar
rendimientos alrededor del 44% vy el uso cofactor
Mn** al 0.5% puede aumentarlo significativamente
hasta un 67%, durante 16 dias de incubacion [17].

La hidro6lisis enzimdtica para muestras de celulosa
pretratadas con un céctel de enzimas comercial, con
buena empleabilidad en el proceso de sacarificacion,
denominado Celluclast, producida por Novozymes,
ha reportado rendimientos superiores al 80% en
la liberacion de azicares reductores [4]. De la
misma manera, se ha estudiado la hidrélisis de la
paja de trigo, utilizando una mezcla de enzimas que
contiene lacasa de Trametes versicolor, Celluclast
1.5 L, Novozyme 188, observandose un rendimiento
maximo de etanol de 13 g/L, asi como el rendimiento
de azdcares monoméricos de 0.56 g/g del sustrato
[18].

Actualmente, se estd investigando el desar-
rollo tecnolégico de la obtencién de etanol ligno-
celuldsico, mediante enzimas de bajo costo, a través
de la seleccién de ciertos microorganismos que
pueden producirlas, tales como el hongo filamentoso
Trichoderma reesei, Aspergillus niger o levaduras
de los géneros Trichosporium'y Cryptococcus, junto
con bacterias de los géneros Bacillus, Pseudomonas
y Cellulomonas, debido a que su uso resulta en una
degradacién de holocelulosa y lignina entre un 45%
a 80% [13].

Las cepas recombinantes de Saccharomyces cere-
visiae pueden ser genéticamente modificadas para
llevar a cabo la sacarificaciéon y fermentacion si-
multdneas (SSF), para producir endoglucanasa ex-
tracelular y -glucosidasa, que fermentan la celu-
losa y la hemicelulosa a azicares de 6 y 5 car-
bonos, de donde se deriva la posterior fermentacion a
etanol [13] [19] [20]. Por lo tanto, el pretratamiento
bioldgico con varios microorganismos puede ir
seguido de una hidrdlisis eficaz para mejorar la pro-
duccion deseada del alcohol [21].

3.1 Recuperacion de azicar

La biomasa del jacinto de agua puede ser un
elemento clave para la produccién de azicares
fermentables y sostener bioproductos como el
bioetanol, pues la disponibilidad de diferentes tipos
de azudcares (glucosa, xilosa, galactosa, arabinosa,
manosa, celobiosa y lactosa) hace posible el uso de
varios tipos de enzimas y microrganismos para la
degradacion de la estructura lignoceluldsica [22].

Por ejemplo, en un estudio con jacinto de agua
y lechuga de agua tratadas con el hongo de la po-
dredumbre blanca Phanerochaete chrysosporium,
se demostré que el primero fue mas susceptible
a la biodegradacién de la hemicelulosa y la lign-
ina, donde la descomposiciéon de la hemicelulosa
incremento el contenido de aziicares extraibles de
la biomasa hasta el 70% [23]. Esto quiere decir,
que la hidrdlisis enzimética es necesaria para la re-
cuperacion de azdcares, permitiendo que los carbo-
hidratos queden accesibles para la bioconversién a
etanol.

Otras investigaciones reportan la combinacion de
pretratamientos quimico-biolégicos de jacinto de
agua para mejorar la produccién de bioetanol [24].
Se ha indicado que el pretratamiento microbiano,
combinado con acido diluido, suele ser el método
mds eficaz, a la hora de obtener una mayor extraccion
de celulosa (~39%), generando la mayor produccién
de aztcares reductores (~0.43 g/g). Adicionalmente,
gracias a los andlisis de microscopia electrénica de
barrido y de espectroscopia infrarroja por transfor-
mada de Fourier, se indicé que el tejido basico del
jacinto de agua fue significativamente destruido. En
cuanto a la produccién de bioetanol, alcanzaron
una concentracion de 1.40 g/L después de la fer-
mentacion, lo que podria proporcionar una forma
extremadamente prometedora para la utilizacién del
jacinto de agua [24].

Por otro lado, algunos estudios indican que la
produccion de bioetanol, a partir de jacintos de
agua tratados con NaOH/H,0; a 25 °C, aumen-
tan la produccién de azicares reductores (~0.22
g/g seco) y disminuyen la cristalinidad de la celu-
losa (~12.18%), en comparaciéon con muestras no
tratadas (~0.05 g/g seco y ~22.80%) [24].
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4 Fermentacion

Para la produccién de biocarburantes como el
bioetanol, los azicares simples que se obtienen de
las fases anteriores son transformados, gracias a
la accién de determinados microorganismos. La
mdas comun es la levadura natural Saccharomyces
cerevisiae, que presenta una actividad 6ptima a
temperaturas entre 32 °C y 35 °C a un pH 4cido
entre 3 y 5. Esta levadura acumula el bioetanol en
su crecimiento, tolerando concentraciones de hasta
11%, bajo condiciones normales [4]. Por lo tanto,
se ha buscado utilizar otros microrganismos que,
ademds de permitir un mejor aprovechamiento de la
biomasa celuldsica, tengan una mayor tolerancia al
alcohol.

Bajo la premisa anterior, en revisiones ante-
riores se ha hablado que se han utilizado Zy-
momonas mobilis, Scheffersomyces stipitis, Can-
dida shehatae, Clostridium thermocellum, Tricho-
derma reesei, Pichia stipitis, Candida tropicalis y
Kluyveromyces marxianu, donde se ha observado
que el rendimiento de la produccién de etanol a partir
del jacinto de agua es de 0,12 g/g de etanol, inferior
al de la paja de arroz 0,18 g/g de etanol y al de la
paja de trigo 0,2 g/g de etanol [22]. Otros microor-
ganismos utilizados en el proceso de fermentacién
son Escherichia coli, Candida brassicae, Pachysolen
tannophilus y Mucor indicus. Ademas, los cientifi-
cos también han descubierto que la levadura Bret-
tanomyces clausenii actia sobre la Celobiosa y
puede utilizarse en la sacarificacién y fermentacién
simultaneas (SSF) de la celulosa al etanol [25].

Asi mismo, se indica que el utilizar
Kluyveromyces marxianu (K213) en vez de
Saccharomyces cerevisiae, puede incrementar la

produccidn de etanol hasta 1.78 veces mas [24].

4.1 Estrategias de proceso

Son varias las estrategias que se han planteado
para la obtencién de bioetanol, a partir de material
lignoceluldsico, teniendo en cuenta las diferentes
fases de proceso. Entre ellas, se destacan las
siguientes:

Hidrélisis y fermentacion separadas: el material
lignoceluldsico primero se descompone en azicares

monoméricos, mediante sacarificacién quimica o
enzimadtica y después se fermenta para convertirse en
etanol [25]. La principal ventaja de este proceso
es que ambas etapas pueden funcionar en sus
condiciones especificas de reaccién normalizada. No
obstante, la principal limitacién es la inhibicién de
la actividad de la celulasa, por los azicares liberados
en la fase de hidrolisis [25].

Hidrélisis y fermentaciéon simultaneas: la biomasa
lignocelulésica se sacarifica y fermenta simultanea-
mente en un solo reactor [25]. En esta estrategia,
las enzimas se utilizan hasta niveles maximos, de
manera que la concentracion de azicares solubles
no alcanza el nivel de inhibicién de los microorgan-
ismos fermentadores, haciendo que la produccién
total de etanol sea mejor que en los procesos por
separado. Asi mismo, las unidades de glucosa y
celobiosa no inhiben las actividades de la celulasa,
debido a la accién inmediata de la fermentacion si-
multdnea [25]. La principal limitacion es que la
temperatura éptima requerida para la actividad de la
celulasa es generalmente mds alta que la temperatura
apropiada requerida para la actividad de la levadura
y de numerosas cepas de fermentacion bacteriana de
biocombustibles [25].

Sacarificacion y fermentacion simultaneas no
isotérmicas: en este método, la hidrdlisis enzimatica
se lleva a cabo a la temperatura 6ptima y, después
de la inoculacion de los medios, la temperatura se
fija en un valor 6ptimo para los microorganismos,
utilizando dos reactores separados, que trabajan
simultdineamente en modo continuo, con el fin
de que la glucosa formada como resultado de la
hidrdlisis sea absorbida instantdneamente por los
microorganismos para la fermentacion, para mitigar
los efectos inhibitorios vistos en la hidrélisis y
fermentacion separadas [25]. Para tal propdsito,
una porcién de biomasa celuldsica pretratada se
traslada a un reactor de hidrélisis enzimética a la
temperatura 6ptima (~50 °C). Luego, el efluente
hidrolizado pasa a un biorreactor, donde se lleva
a la temperatura 6ptima para los microorganismos
productores de alcohol (30 °C). Se ha comprobado
que la actividad de la celulasa aumentaria hasta dos
o tres veces cuando la temperatura de hidr6lisis es de
50 °C en lugar de 30 °C y la necesidad de enzimas
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totales también se reduce entre el 30% y 40%, en
comparacién con las condiciones empleadas en la
fermentacion y sacarificacién simultdneas [25].

Sacarificacion y cofermentaciéon simultaneas:
este es un proceso en cascada, que implica la
asimilaciéon microbiana de los aziicares liberados por
el pretratamiento e hidrdlisis simultdnea de material
lignoceluldsico y tiene el potencial de reducir el
costo total de la produccién de alcohol, ya que los
azucares de la pentosa de la hemicelulosa también
se fermentan a etanol, reduciendo ademas el efecto
inhibidor de la xilosa, gracias a una adaptacién de
la levadura y desintoxicacidn bioldgica gradual [25,
26]. Asi, se permite un mejor aprovechamiento de la
mayoria de azucares presentes en la materia prima.
Al tiempo que se mantiene la concentracion de
glucosa lo mas baja posible, se produce un aumento
de la relacion xilosa/glucosa, que es necesaria para
el proceso de cofermentacién de la hexosa y la
pentosa [25]. Sin embargo, los microrganismos
fermentadores de pentosas atin no estdn ampliamente
desarrollados para una aplicacién a escala comercial
[26].

Conversion microbiana directa/bioprocesamiento
consolidado: se llevan a cabo simultineamente
diferentes acciones con los microorganismos em-
pleados, entre ellas, la produccién de enzimas, la
sacarificacién/hidrélisis enzimética y luego la fer-
mentacidn de los azicares resultantes en bioetanol
o en cualquier otro producto valioso [26]. Se han
empleado varios tipos silvestres de bacterias, hon-
gos y levaduras manipulados genéticamente [25].
Lo que sucede es que la biomasa lignoceluldsica se
hidroliza para obtener azicares fermentables, con la
ayuda de la conversién de los aziicares celuldsicos
y hemicelulésicos a etanol por un tinico microrgan-
ismo o una mezcla de estos, sin aditivos de prepara-
dos enzimaticos comerciales [26]. Por lo tanto, es
una técnica eficiente y econdémicamente viable de
interés. Los principales obstaculos que dificultan la
aplicacion préctica de la tecnologia de biotransfor-
macién son el costo de produccién de las enzimas y
la baja eficiencia. Ademas, debido a la heterogenei-
dad y la variabilidad de composicion de la biomasa
lignoceluldsica, la misma enzima puede no ser efi-
ciente para todos los azicares y, por lo tanto, un

coctel de enzimas multifuncionales puede resultar
mas eficiente [25].

4.2 Fermentacion alcoholica

Se han investigado métodos de fermentacidn y
los microorganismos relacionados, con dos plantas
acudticas tipicas de flotacidn libre: el jacinto de agua
y la lechuga de agua, para su utilizacién en la pro-
duccién de etanol [27]. Se encontrd que, a excepcion
de la arabinosa, ambas presentaban similitudes en el
contenido de azicar, con algunas pequeiias diferen-
cias en el contenido de almidén (ligeramente supe-
rior en la lechuga de agua) y la celulosa y hemicelu-
losa (mayor en el jacinto de agua). Al utilizar una
cepa tradicional como Saccharomyces cerevisiae se
han observado producciones de etanol alrededor de
15 g/L.

Sin embargo, un estudio con una cepa recombi-
nante, Escherichia coli (KO11), presenté incremen-
tos de hasta 13% en la fermentacién, al permitir
trabajar en modo de sacarificacion y fermentacion
simultineas, mas eficaz que si se hace de forma sepa-
rada [27]. Por otra parte, investigaciones con Pichia
stipitis, aplicadas a una biomasa de jacinto de agua
pretratada con 4cido diluido, para aprovechar al max-
imo el contenido hemicelul6sico, mostraron que el
73% de la xilosa se convertia en etanol [30]. Otras
alternativas proponen el uso de bacterias termotoler-
antes como la Clostridium thermocellum, las cuales
pueden producir bioetanol a una temperatura de
44 °C, lo cual puede compaginar con los procesos
de sacarificacién enzimatica [4].

Independiente de los microorganismos a utilizar,
el proceso se definird por la cantidad que se quiera
producir y la estrategia de la metodologia a aplicar.
Con base a lo anterior, se presentan diferentes
modalidades de fermentacién a saber:

Fermentacion por lotes:
tienen que funcionar a un nivel alto de sustrato en

los microorganismos

la fase inicial de los experimentos. Sin embargo,
al final tienen que trabajar a altas concentraciones
de productos. Este proceso requiere una serie de
recipientes y, en este modo, el proceso se controla
facilmente. No obstante, proporciona rendimientos
mdas bajos después de operaciones exhaustivas.
Adicionalmente, este tipo de procesos requieren una

192 Ciencia en Desarrollo, Vol. 13 No. 2, julio-diciembre de 2022



Andrés F. Monroy et al.

compleja tarea preliminar que incurre en altos costos
de mano de obra, debido al inicio y cierre irregular de
las operaciones. Con relacion a estos inconvenientes
innatos y a los menores rendimientos, el mercado
comercial cree en el cambio hacia otras técnicas de
fermentacion [25].

Fermentacion por lotes con alimentacion limi-
tada: los microorganismos proporcionan mejores
rendimientos de metabolitos, en comparacion con
el modo por lotes convencional. A medida que la
densidad de masa celular aumenta en la mezcla, la
productividad especifica del etanol disminuye. Sin
embargo, la velocidad de alimentacién es limitada
y, por lo tanto, la densidad de masa celular no au-
menta en exceso. En este caso, la concentracion de
masa celular se mantiene en un nivel especifico, que
proporcione la mayor productividad del etanol [25].
Bajo este tipo de proceso, por ejemplo, si se con-
sidera la sacarificacion y fermentacion simultdneas,
el enfoque serfa superar la inhibicién de levaduras
como Saccharomyces cerevisiae, debida a las altas
concentraciones de azucar, que resultan de la hidréli-
sis enzimatica [25].

Fermentacion continua: este proceso da como re-
sultado una alta produccién de etanol, en compara-
cién con el modo por lotes [25]. Las operaciones
continuas son generalmente ficiles de controlar y
no son tan laboriosas como las de tipo discontinuo
[25]. El método continuo elimina el gasto de tiempo
en limpieza, recarga, ajuste de los medios y ester-
ilizacién. En la fase exponencial, se logra una alta
concentracion celular de microbios dentro del fer-
mentador, lo que da una mayor produccion en un
corto tiempo de procesamiento, casi 4 a 6 horas
menos que el gastado en la fermentacién por lotes.
Funciona a una tasa de dilucién menor, pero propor-
ciona una maxima productividad. Como resultado,
ahorra una gran cantidad de mano de obra y se re-
ducen los gastos, ya que se logra una produccién
especifica con una planta mas pequeifia [25].

Fermentacion de estado sélido: es el proceso por
el cual los microorganismos nutren una humedad
insuficiente para apoyar el crecimiento microbiano,
dentro del sustrato sélido insoluble. Las condiciones
son principalmente apropiadas para el crecimiento
de microbios, es decir, bacterias, levaduras y hongos

filamentosos en sustratos s6lidos, que aumentan las
posibilidades de utilizarlos en bioprocesos [25]. Los
principales factores para el éxito son la idoneidad
de los sustratos seleccionados y su adecuado tamafio
de particula fino, que tiene una mejor superficie
expuesta y asi se mejora la accesibilidad de los
microorganismos para su nutricién. Otras ventajas
de este proceso son la disminucién de los riesgos
de contaminacion bacteriana, ya que no hay agua
libre; produciéndose enzimas mds concentradas,
que pueden extraerse con una pequefla cantidad de
agua, por lo tanto, da lugar a una reduccién de la
generacion de efluentes, un menor espacio y un
minimo requerimiento de energia, una formacién
estable del producto y una mindscula privacién
de proteinas [25] No obstante, el crecimiento
microbiano se ve obstaculizado por la restriccién
del 4rea de contacto del sustrato y la dificultad de
transferencia de calor, asi como por algunos otros
factores como la humedad inicial, la aireacion, el pH,
la temperatura, la suplementacién de nutrientes, el
tamatfio del indéculo, la extraccion del producto final
y la purificacién, para lograr una alta eficiencia de
los procesos [25].

5 Destilacion

La destilacién es un proceso natural, que consiste
en la variaciéon de la temperatura para separar
una mezcla de vapor o liquido, en uno o mads
componentes que se encuentran juntos, a una pureza
deseada, por la aplicacién o remocién de calor [29].
Representa mds del 40% de la energia utilizada
en la industria quimica y sigue siendo el método
de separacién mds utilizado a escala industrial
(con mas de 40.000 columnas en funcionamiento).
Basicamente, casi todos los productos del mercado
contienen productos quimicos que antes pasaron por
una columna de destilaciéon [30].

En general, el montaje para destilacién continua
(Figura 2) se constituye por tres equipos integrados:
(i) una columna de platos o empacada, donde se
alimenta el liquido a destilar, que se pone en contacto
con el vapor generado dentro del sistema, el cual
lleva el compuesto a concentrar, (ii) un rehervidor
en el fondo, calentado por un generador de vapor
o caldera, el cual hierve el liquido a destilar con
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una corriente de salida para el producto de cola y
(iii) un condensador en la arte superior, que permite
convertir el vapor destilado a fase liquida, con la
ayuda de un intercambiador de calor enfriado por
agua o por un refrigerante [31].

Condensador

Destilado
Reflujo
Alimentacién = Columna

— Producto de cola

Rehervidor

Figure 2. Columna de destilacién continua [32].

La destilacion continua con etapas y con reflujo
puede considerarse, de forma simplificada, como
un proceso en el cual se lleva a cabo una serie de
evaporaciones y condensaciones. Estos fendmenos
se llevan a cabo en los platos o charolas de la
columna de destilacién. Para ello, el liquido de
cada etapa fluye por gravedad a la etapa inferior
y el vapor de cada etapa lo hace hacia arriba, a la
etapa superior [31]. El principio de funcionamiento
de la columna es poner en contacto un vapor con un
liquido més rico en el componente mds volatil que
el correspondiente al equilibrio.

Al mezclarse intimamente, el vapor tenderd a pon-
erse en equilibrio con el liquido, condensdndose
parte del componente menos volatil y evapordndose
el més volatil. Mediante la repeticion de esos contac-
tos a contracorriente, el vapor se ird enriqueciendo
y el liquido empobreciendo (en el componente més
volatil) hasta alcanzar las composiciones del desti-
lado y del residuo respectivamente [31].

En la actualidad, la produccién de alcohol se
lleva a cabo con tecnologias de gran eficiencia

y estabilidad, independiente de la materia prima
empleada y la finalidad de la produccion. El empleo
de columnas al vacio, con transferencia de energia,
hace que el proceso de destilacion sea cada vez mds
estable, por lo tanto, més eficiente. La operacion
en multiple efecto de las columnas de destilacién y
rectificacién permite una reduccién significativa del
consumo de energia, dado que los condensadores
y rehervidores pueden ser integrados térmicamente
[34].

Para trabajos con jacinto de agua, se reporta un es-
tudio que revela la obtencién de bioetanol, donde las
plantas fueron sometidas a un pretratamiento fisico,
se hidrolizaron con el microorganismo Trichoderma
Arzzianun y se fermentaron con Saccharomyces cere-
visiae. Por medio de un sistema de destilacién de
laboratorio, se logré determinar un maximo de 16
°G de alcohol [35].

6 Perspectivas de la obtencion de bioetanol, a
partir de jacinto acuatico

El jacinto de agua es una de las plantas mas prob-
lemadticas en todo el mundo debido a su crecimiento
incontrolable en los cuerpos de agua [36]. Por esta
razén, su desarrollo en investigacién como parte de
una solucién de tecnologias ecoldgicas y eficientes
para los problemas medio ambientales, generados
por la industria y otros sectores, es necesario. Como
se indic6 anteriormente puede usarse para generar
un gran nimero de productos ttiles a partir de su
biomasa, entre ellos el bioetanol.

Por esta razén, el avance en el proceso de
hidrdlisis enzimdtica que permite la extraccion de
azlicares a partir de microrganismos tales como
hongos, bacterias y levaduras de tipo aerdbico,
anaerdbico, mesdfilos o terméfilos que convierten
los polisacéridos a etanol, por medio de complejos
celuliticos, a través de la fermentacidn, es importante
explorarlo.

Como se expuso en este trabajo, existen diferentes
procesos individuales con microorganismos capaces
de catalizar cada uno de los tres pasos necesarios
para la conversion de la biomasa lignoceluldsica
en etanol: remocion de la lignina, hidrdlisis de
la hemicelulosa y celulosa y fermentacion de la
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glucosa y/o xilosa en etanol. Por lo tanto, se debe
considerar, al menos en principio, que existe un
proceso totalmente microbiano en laguna de las
fases.

Los procesos microbianos basados en cultivos
mixtos abiertos son de gran interés, debido a su
menor costo y mayor flexibilidad en comparacién
con los procesos tradicionales de cultivo puro [37].
Por ejemplo, la aplicacion de estos consorcios en
procesos como la digestién anaerébica de materiales
orgdnicos a metano, un proceso industrial conocido
[38], permite producir sustancias de interés como
hidrégeno [39], etanol [40], plasticos biodegradables
[41, 42, 43], o sales de 4cidos carboxilicos, que
luego se convierten quimicamente en combustibles
de hidrocarburos [44]. Debido a su gran versatilidad,
presenta ventajas de costo evidentes, en compara-
cidén con los procesos existentes para la produccién
de etanol lignoceluldsico, dado a que es un proceso
a presioén atmosférica, temperatura cercana al am-
biente y no adiciona productos quimicos o enzimas
extra.

Por otra parte, el uso de microorganismos mod-
ificados genéticamente podria representar una al-
ternativa a mejorar los procesos, y que se puedan
trabajar a presidn ambiente y temperaturas relativa-
mente bajas, teniendo en una sola cepa microbiana
lo necesario para la conversion de materiales ligno-
celulésicos en bioetanol, en todas las etapas previas
a la destilacién, aprovechando al méximo los com-
puestos de la biomasa.

En la actualidad, se busca un proceso integrado
(de una sola etapa o consolidado) que utilice biomasa
lignoceluldsica sin tratar como materia prima y la
convierta selectivamente a etanol como producto
principal. Podria obtenerse utilizando dos enfoques
alternativos: el uso del cultivo mixto abierto, en el
que coexisten muchos microorganismos diferentes
de origen natural, que llevan a cabo los distintos
pasos, o el uso de un cultivo puro de un microorgan-
ismo modificado genéticamente, que sea capaz de
llevar a cabo todas las etapas del proceso requeri-
dos. Sin embargo, cualquiera de los dos enfoques
alin necesita de tiempo e investigacién para poder
convertirse en realidad [21].

6.1 Cultivo mixto abierto

Los principales retos que existen para superar este
enfoque son:

1. Aumentar las tasas de hidr6lisis de la biomasa
lignocelulésica, hasta competir con las que se
consiguen a través de los procesos quimicos,
fisicos o enzimadticos.

2. Controlar la fermentacién anaerdbica de azu-
cares (principalmente glucosa y xilosa) a etanol,
mitigando la aparicién de otros productos difer-
entes, es decir, otros alcoholes, dcidos grasos
volétiles hidrégeno o metano.

3. Proveer la coexistencia de microorganismos
que favorecen la hidrélisis de lignina y celu-
losa y los productores de etanol, en el mismo
recipiente. Esto puede ser posible o no, depen-
diendo de las condiciones de funcionamiento
del proceso y de la tasa de crecimiento de los
distintos microorganismos.

De la misma manera, algunas perspectivas de
investigacién que se pueden abordar respecto a lo
anterior son:

Estudios de enriquecimiento: la hidrélisis micro-
biana de la lignina suele considerarse dificil y lenta,
donde la adaptacién de los microorganismos al sus-
trato, puede limitar la tasa de hidrélisis. Una vez que
los cultivos mixtos se hayan adaptado a un sustrato
lignocelulésico y hayan sintetizado las enzimas nece-
sarias para su hidrolisis, el ritmo de ésta deberia ser
mads rapido [21]. Por lo tanto, es importante selec-
cionar aquellas cepas con mejor capacidad adaptativa
(proceso lento) y luego transferirlas a un reactor, con
una alimentacién continua o semicontinua del sus-
trato (proceso rapido). Al haber sido aclimatadas
previamente, deberian ser capaces de proporcionar
buenas tasas de degradacién del sustrato [21, 45].

Reduccion del tamaio de las particulas: varios
autores confian que la reduccién del tamafio de
particula de la materia prima proporcione mayores
tasas de hidrélisis. Sin embargo, las pruebas cuan-
titativas de este efecto han sido bastante limitadas,
especialmente en lo que respecta a la produccion de
etanol, requiriendo una mayor cantidad de estudios
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de laboratorio, dirigidos especificamente a explorar

y cuantificar el posible aumento de dichas tasas [21].

Configuracion del reactor y parametros del
proceso: se sabe que el reactor utilizado para el
proceso integrado puede influir en el resultado final,
dependiendo de la configuracién, por ejemplo, si
se utiliza un flujo continuo con o sin reciclaje de
biomasa o reactor discontinuo secuencial, entre otros,
o si hay variacién en los pardmetros del proceso,
por ejemplo, la temperatura, el pH, el tiempo de
retencién hidrdulica, el tiempo de retencién de
sOlidos, la duracién del ciclo y la longitud de la
alimentacién. Asi, la eleccion de estos pardmetros
puede afectar tanto a la tasa de hidrdlisis, como
a la distribucién de productos de la fermentacién
En principio, se espera que esta
sea mayor en un reactor discontinuo secuencial,
debido a la mayor concentracién de sustrato al inicio
del ciclo. Sin embargo, atin no se han reportado
pruebas experimentales, en el contexto de hidrélisis
de biomasa lignoceluldsica [21], aunque se puede
correlacionar con investigaciones experimentales en
la fermentacién de aziicares, donde se han observado
resultados positivos [16, 46].

de azudcares.

En cuanto a las especies seleccionadas dentro
del cultivo mixto, responsables de diferentes etapas
de la conversién de la biomasa lignocelulésica en
etanol, estudios reportan rendimientos de etanol
por encima del 67%, a partir de biomasas como
paja de trigo, utilizando un consorcio microbiano
compuesto por tres cepas naturales: Trichoderma
reesei, Saccharomyces cerevisiae y Scheffersomyces
stipitis. En este caso, el hongo Trichoderma reesei
se encarga de la hidrdlisis de la celulosa y la
hemicelulosa, mientras que las levaduras fueron
responsables de la producciéon de etanol a partir
de la glucosa (Saccharomyces cerevisiae) o de las
pentosas (Scheffersomyces stipitis). Esto ha sido
posible bajo el empleo de reactores que permitan
la coexistencia mutua de las especies, teniendo en
cuenta las condiciones aerdbicas, microaerdfilas y
anaerdbicas que ellas necesitan, como por ejemplo
reactores de membrana de biofilm [48].

Con base en lo anterior, el enfoque de cultivos
mixtos abiertos puede ser prometedor para el jacinto
de agua. Sin embargo, es necesario llevar a cabo

un mayor nimero de pruebas experimentales a nivel
de laboratorio, con el fin de conocer y analizar los
resultados que puedan obtenerse.

6.2 Microorganismos modificados
genéticamente

Actualmente, el planteamiento de utilizar un tnico
microorganismo modificado genéticamente para
convertir la biomasa lignocelulésica en etanol
es hipotético.
produccién de bioetanol se ha centrado en el

La ingenieria metabdlica para la

uso de materias primas pretratadas quimica o
fisicamente, donde la lignina ha sido hidrolizada
y la hemicelulosa y celulosa estan disponibles para
el ataque microbiano. Hasta el momento, el principal
éxito de la ingenieria genética ha llegado hasta el
desarrollo de microorganismos capaces de convertir
multiples azicares en etanol con altos rendimientos
[47].

Autores han reportado mds éxito en el aumento
del rendimiento de etanol en microorganismos que
son naturalmente capaces de hidrolizar la celulosa,
pero incluso en este caso, los rendimientos son en la
mayoria, muy bajos [46], en especial cuando se tiene
celulosa cristalina. Sin embargo, en la literatura se
reportan importantes oportunidades de investigacion
en este campo, como:

* Introduccién de la capacidad de hidrdlisis de
lignina en microorganismos que son natural-
mente capaces de hidrolizar celulosa, o, como
contrapropuesta, introducir la capacidad de
hidrdlisis de la celulosa en microorganismos
que son naturalmente capaces de hidrolizar lign-
ina.

* Mejoramiento de la capacidad de hidrdlisis de
la celulosa cristalina con microorganismos que
son productores nativos de etanol.

* Aumento del rendimiento de etanol para los
microorganismos que naturalmente hidrolizan
la celulosa.

Finalmente, ya sea mediante aplicacién de cultivos
mixtos abiertos de microorganismos existentes o uso
de un cultivo puro de un microorganismo modificado
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genéticamente, las investigaciones a futuro se deben
enfocar en obtener un proceso consolidado que
convierta cualquier tipo de biomasa lignoceluldsica
no tratada en etanol. Los principales retos a superar
son: incrementar las tasas de hidrélisis de lignina y
celulosa y el control de la fermentacion anaerébica
de los azucares a etanol.

7 Conclusiones

La presente revision presenta de manera sucinta el
potencial del jacinto de agua para la produccién
de bioetanol, ya que con esto se estidn resolviendo
los problemas referentes a la disposicién final de
biomasas acudticas que generan serios problemas
ambientales.
muestran las limitaciones en cada una de las
etapas de pretratamiento y fermentacion para este
tipo de biomasa y se hace especial énfasis en el
pretratamiento para remocion de los contenidos de
lignina y, aunque la hidrélisis dcida puede provocar
la formacién de compuestos indeseables, es hasta el
momento la tnica capaz de recuperar cerca del 90%
del valor tedrico del azicar presente en esta biomasa.
Por su parte, la fermentacion puede llevarse a cabo

A través de este documento, se

con Kluyveromyces marxianu (K213) con el objeto
de incrementar la produccién de etanol hasta 1.78
veces mds comparado con S. Cerevisiae. De igual
manera, se revisaron las estrategias de procesos
combinados, pero pese a que se han realizado
algunos estudios aun falta por explorar un proceso
totalmente microbiano en alguna de las fases, ya sea
utilizando un cultivo mixto o un cultivo puro de un
microorganismo modificado genéticamente.
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