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INTRODUCCION

La conjuncién de precios al alza de los hidrocarburos y deterioro de la situacion
geopolitica internacional ha generado cierta sensacion de urgencia en los gobiernos. Este
problema se ha abordado de formas muy variadas, especificamente en términos de
combustibles para el transporte, los investigadores y los gobiernos de todo el mundo estan
buscando fuentes alternativas de energia para el transporte (Song, 2014). En éste contexto
surge el término seguridad energética, que se define como la seguridad de disponibilidad de
una oferta adecuada de energia a precios asumibles. Sin embargo, hay otras dimensiones
importantes como son la seguridad de las instalaciones, social y medioambiental

(Escribano, 2006).

Los combustibles alternos se derivan de fuentes diferentes al petrdleo reduciendo la
dependencia del mismo y en ocasiones utilizando fuentes renovables. Generalmente se
asocian con una menor contaminacién que cuando se utiliza gasolina o diésel. Dentro de
este grupo se encuentra el gas natural que, aunque es un combustible fosil genera una
menor contaminacion del aire, algo similar sucede con la electricidad, con la desventaja que
para la produccion de esta en muchas ocasiones todavia se recurre a fuentes no renovables,
debido a que atn no se cuenta con las estaciones suficientes en el pais; asi como el
biodiesel que se obtiene a partir de aceites vegetales. La mejor opcion es la generacion de

hidrégeno, sin embargo, hasta el momento no se ha logrado aplicar en México.

El caso del etanol es diferente, su uso en motores de combustion interna se remonta a
1897 cuando Henry Ford disefio el modelo T para que funcionara con etanol, pero en 1908
con el incremento en los impuestos al producto se limité su uso. Esta idea fue retomada
durante ambas guerras mundiales. En el caso de México, primero se pretende sustituir los
oxigenantes. En un estudio realizado por la Secretaria de Energia y financiado por El
Banco Interamericano de Desarrollo (BID) se recomend6 un programa gradual de etanol
con tres fases, hasta llegar a un 10% en todas las gasolinas en México, como ya se hace en
algunos paises. Lo anterior permitiria una reduccion en la importacion de gasolina. De
acuerdo a la NOM-086-Sermarnat-Sener-SCFI-2005, “especificaciones de los combustibles

fosiles para la proteccion ambiental”, las gasolinas que se consumen en el pais deben

6



contener 2.7% de oxigeno, para lo cual actualmente se utiliza MTBE (metil terbutil éter) y
TAME (teramil metil éter), la cantidad aproximada que se requiere de MTBE Y TAME en
Meéxico es de 23 mil barriles diarios, pero la produccién nacional llegd solo a 10 mil 800

barriles diarios y el resto se cubrié con importaciones (Becerra-Pérez, 2009).

Se utilizan tres tipos de materias primas para la produccion a gran escala de etanol de
origen biologico (bioetanol): sustancias con alto contenido de sacarosa, sustancias con alto
contenido de almidon, sustancias con alto contenido de celulosa. El proceso a partir de
almidon es mas complejo que a partir de sacarosa porque el almidon debe ser hidrolizado
previamente para convertirlos en azucares. A partir de celulosa es todavia mas complejo ya
que primero se debe pretratar la materia vegetal para que la celulosa pueda ser luego
atacada por las enzimas hidrolizantes. El pretratamiento puede consistir en una
combinacion de trituracion, pirélisis y ataque con acidos y otras sustancias. Esto es uno de
los factores que explican por qué los rendimientos en etanol son altos para la cafia de

azlcar, mediocres para el maiz y bajos para la madera.

El pretratamiento supone uno de los grandes costes econdmicos y energéticos del
proceso. El pretratamiento es un proceso crucial en la produccion de bioetanol, ya que tiene
un gran impacto en las siguientes etapas. La hidrdlisis enzimatica y la fermentacion se ven
afectadas por factores como la digestibilidad de la celulosa, la toxicidad y la reologia del
medio, que dependen del tipo de pretratamiento y su efectividad. Los pretratamientos de
tipo térmico o termoquimico son hasta el momento los mas prometedores para el
pretratamiento de la biomasa lignoceluldsica debido a su probada efectividad en muchos
tipos de biomasa lignoceluldosica y a que su tecnologia estd bien establecida a nivel

comercial

La extrusion a diferentes condiciones de esfuerzo mecéanico empleando un dado
dinamico representa una opcion de pretratamiento capaz de aumentar la liberacion de
azucares a partir de fuentes de sacarosa. Ademas de no generar desechos de dificil manejo,
esta opcion permite tener un proceso continuo de produccion a gran escala, dando la

alternativa de integrar otros procesos conjuntamente.



CAPITULO 1 ESTADO DEL ARTE

Para la obtencion de etanol con fines de combustible se han explorado multiples
opciones entre las que destacan raices, granos almidonosos y caldos azucarados, como la

cana de azucar.

A partir de caldos dulces. La produccion de etanol a partir de caldos dulces, como son
de cafia de azuicar, remolacha y sorgo; es una de las tecnologias mds sencillas de
implementar, sin embargo, en el caso de la remolacha México no cuenta con las
condiciones para el crecimiento de la misma y para el uso de cafia de azlcar se tienen
varias politicas alrededor que hacen que no pueda ser considerado una alternativa; el caldo
de sorgo puede ser una opcioén ya que se tienen zonas importantes cuyas caracteristicas de

tierra y clima pueden dar lugar a estos cultivos energéticos.

A partir de almidéon. En el caso de utilizar fuentes de almidéon como granos y
tubérculos se enfrenta a dos situaciones, se puede afectar la seguridad alimentaria al utilizar
cultivos destinados para la alimentacion humana o animal, para el desarrollo de
biocombustibles, también al dejar de usar zonas destinadas a cosechas alimentarias, para su
uso enfocado a la produccion de almidon como materia prima de bioetanol. Especialmente
en el caso de México, a diferencia de Estados Unidos, el utilizar maiz tendria un impacto
muy importante en este punto. Un cultivo que ha sido ampliamente estudiado y propuesto

para México es el sorgo (Chuck-Hernandez, 2009).



A partir de material lignocelulésico. En rubro es muy amplio a considerar ya que se
puede utilizar todo el desecho agroindustrial de tal forma que se asegure el

aprovechamiento integral del cultivo seleccionado.

El interés por el uso de materiales lignocelulosicos como materia prima en procesos de
transformacion por microorganismos es importante desde hace varias décadas. Entre las

razones fundamentales se tienen que:
-La materia lignoceluldsica es el producto agroindustrial de mayor abundancia.

-Es una fuente de materia prima renovable, por constituir una parte estructural en el

reino vegetal.

-Los materiales lignocelulésicos son menos costosos que los materiales

convencionalmente utilizados para producir etanol.

La biomasa lignoceluldsica es menos costosa que los materiales convencionalmente
utilizados para producir etanol. Entre los materiales lignoceluldsicos mas utilizados o
estudiados para la obtencion de este alcohol se hallan los residuales agricolas y forestales.
Entre los residuos agricolas, se encuentran los de la industria azucarera, siendo el bagazo de
la cafia de azucar, el material mas utilizado y estudiado debido a que es abundante,
renovable y de bajo costo. La paja de cafla de azlcar esta en fase de estudios previos para

determinar su factibilidad.

En la industria del maiz molido se reportan estudios con la fibra de maiz que representa
una fuente renovable que estd disponible en cantidades significativas y debe servir
potencialmente como una materia prima para la produccion de alcohol grado combustible.

Otros residuos menos estudiados de esta industria son las hojas, tallos y mazorcas.

Tradicionalmente, la paja y la cascara de arroz se queman unidas con otros residuos
agroindustriales. Estos residuos, a largo plazo, podrian convertirse en fuente de biomasa
para soportar el crecimiento sustancial de la industria del etanol en Estados Unidos, unido a
los residuos de la industria del maiz. El material residual de la cosecha de mandioca puede

ser usado en la produccion de etanol, para obtener rendimientos aceptables. Otros desechos



agricolas estudiados son: la paja de trigo, los tallos de girasol, los tallos de tabaco, las

cascaras de mani y los residuos de la industria de la naranja, entre otros.

Entre los desechos forestales que se pueden utilizar se encuentran: la madera
subutilizada, residuos lefiosos, maderas corrompidas, exceso de arboles nuevos y pequefios
arboles. También se pueden explotar los arboles de rapido crecimiento, los arbustos y

algunas hierbas.

Los sorgos dulces pueden alcanzar rendimientos de tallo de 35 a 50 ton/ha una cantidad
de biomasa considerable, caracteristica importante en un cultivo cuyos fines se encaminan a
la produccion de biocombustibles, principalmente de etanol. De acuerdo con (Sanjuan et
al., 2007), los datos del Balance Nacional Energético de México mostraron que la biomasa
participo con el 3.4% en la estructura de la energia del pais en el 2004, un porcentaje muy
bajo comparado con el 90.6% que representaron los hidrocarburos fosiles en el mismo afio.
Lo cual nos indica el gran espacio de oportunidad que tiene la biomasa como materia

prima, si se piensa en la obtencion de combustibles a partir de fuentes renovables.

El proyecto se centra en el analisis de la potencializacion de la hidrolisis enzimatica que
puede generar el pasar las muestras por un pretratamiento de extrusion con cambios de la
energia mecanica, asi como diferentes configuraciones en los tornillos utilizando una matriz
dinamica. Buscando obtener bioetanol de segunda generacion, para su uso como un
biocombustible que ayude a satisfacer la creciente demanda de este producto que
actualmente es unicamente compensada por los obtenidos de origenes fosiles. La
metodologia por seguir serda una hidrélisis enzimatica para la conversion de la celulosa y
hemicelulosa contenidos en el sorgo a carbohidratos de 5 y 6 carbonos para posteriormente
realizar una fermentacion alcoholica usando diversas cepas de levaduras capaces de

convertir dichos azucares en etanol.
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CAPITULO 2 FUNDAMENTO TEORICO

El aumento en el calentamiento global es debido en gran medida a los gases de efecto
invernadero, provocados por el excesivo uso de combustibles fosiles para transportacion
humana. Con el fin de disminuir los efectos dafiinos del uso de los derivados de petrdleo; se
propone la produccion de bioetanol como carburante para motores de combustion interna,
para sustituirlo parcial o totalmente. El remplazo gradual de la gasolina por etanol en los
vehiculos automotores estd requiriendo el desarrollo de procesos de bajo costo. La
estrategia actual se basa en la utilizacién de materias primas abundantes que permitan

reducir dichos costos como es el material lignocelulolitico.

México es un pais muy diverso, donde es posible encontrar especies vegetales
endémicas e introducidas que pueden utilizarse en la generacion de biocombustibles, a su
vez, el gobierno federal promueve esto sin descuidar la seguridad alimentaria y el
aprovechamiento eficiente de materia prima derivada de las actividades agricolas, forestales
y pecuarias; asi como aquella derivada de algas y procesos enzimaticos y biotecnologicos.
Es necesario identificar especies vegetales que muestren potencial para producir biodiesel y
etanol, con lo cual se evitard el uso de cultivos basicos para la alimentacion humana en la
industria de los biocombustibles tal como se estipula en la ley de bioenergéticos (Reveles-
Saucedo, et al. 2010). En este contexto se pueden utilizar desechos generales o bien generar

cultivos dedicados como el sorgo dulce.

El sorgo dulce (Sorghum bicolor) (Figura 1) pertenece a la familia de las gramineas,

tiene una altura de 1 a 2 m, presenta inflorescencias en panojas compactas, semicompactas
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o semilaxas, con espiguillas que nacen a pares, una fértil y la otra estéril. Sus semillas de 3
mm, esféricas y oblongas, de color negro, rojizo y amarillento. Tiene un sistema radicular
que puede llegar en terrenos permeables a 2 m de profundidad. Las flores tienen estambres
y pistilos. El valor energético del grano de sorgo es un poco inferior al del maiz. Se puede

estimar como media 1.08 UF/kg.

)

. Planta

gura e 'sorgo dulce (Sorghum bicolor)

Comparandolo con el grano de maiz, el de sorgo es generalmente un poco mas rico en
proteinas, pero mas pobre en materia grasa. Derivado de estas caracteristicas, el cultivo de
sorgo ha cobrado interés como un cultivo bioenergético, de los que se utiliza toda la planta

para la fabricacion de biocarburantes.

En este contexto, el sorgo dulce representa una alternativa forrajera, y pueden
diferenciarse variedades aptas para produccion de grano y aquellas utiles para la obtencion
de forrajes. Ademas, algunas variedades son consideradas doble propdsito, ya que son
cultivadas para producciéon de forraje y obtencion de grano. En ambientes donde la
disponibilidad de agua es limitada, el sorgo puede superar al maiz en rendimiento de
materia seca y valor nutritivo del forraje ya que requiere 25% menos de agua (Nava-
Berumen et al., 2017). Es considerado la mejor opcion para la produccion de bioetanol en

lugar de maiz y cafia de azucar ya que (Williams-Alanis et al., 2017):

e Estolerante a sequia, salinidad, altas temperaturas y suelos inundados

e Ciclo de crecimiento relativamente corto

12



e Muy buena adaptacion
e Susiembra a partir de semilla es facil y barata
e Se adapta a cosecha mecanizada

¢ Esuno de los cultivos de mayor eficiencia en el uso de la radicacion solar

Junto con todo la anterior el cultivo puede ser utilizado integralmente para produccion
de etanol pudiendo usarte tanto grano, caldo y bagazo. La seleccién y generacion de
variedades es una etapa muy importante para lograr altos rendimientos de etanol (Williams-

Alanis et al. 2017).

La biomasa del sorgo dulce queda en el “bagazo de sorgo” que contiene celulosa dentro
de una estructura fisicoquimica conocida como sustrato lignocelulosico. La celulosa es el
polimero natural mas abundante en la naturaleza que representa del 40-60% de la pared
celular de los vegetales; es un polimero lineal que consta de unidades de D-
anhidroglucopiranosa unidas por enlaces beta-1-4-glucosidicos. La celulosa es
policristalina, puesto que sus fibras poseen zonas cristalinas (altamente ordenadas)
incrustadas en zonas amorfas. Por otra parte, la lignina es el segundo polimero mas
abundante en la naturaleza llegando a representar del 10-30% del peso del vegetal. Es un
polimero amorfo tridimensional de origen fendlico (Varela-Almanza et al. 2014). En el
caso especifico del “bagazo de sorgo dulce” en un estudio realizado por Apolinar-Hidalgo
et al. (2015) se observd que el contenido minimo de lignina presente es 20.48, llegando a
alcanzar valores hasta de 21.89% en tanto que los valores de celulosa van desde 41 hasta

43%.

La hidrolisis o sacarificacion enzimatica de la celulosa es un paso critico en la
generacion de etanol a partir de material lignoceluldsico y depende de factores como la
accesibilidad de la celulosa, cristalinidad y tamafio del cristal, grado de polimerizacion,
area superficial disponible del sustrato y la barrera de lignina tanto en términos de
contenido y distribucion, contenido de hemicelulosa, tamafio de particula, porosidad y
grosor de la pared celular, entre otros. (Zhang et al. 2011; Yan et al. 2015). Los
pretratamientos fisicos y quimicos son necesarios para incrementar el area superficial y
mejorar el acceso de la celulasa para la hidrolisis enzimatica (Zhang et al. 2011), entre estos

se puede nombrar pulverizacion, pirolisis, explosion con vapor, amino, didoxido de carbono,
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ozonolisis, hidrolisis alcalina, deslignificacion oxidativa (Varela-Almanza et al. 2014). En
todo caso, se debe tener cuidado en mantener el balance adecuado entre rendimiento de

etanol y costo de produccion.

La extrusion ha probado su utilidad para procesamiento de biomasa, levadura gastada,
granos gastados de destileria, cascara de frutas entre otras. Se puede utilizar en el
procesamiento de materiales celulésicos y ricos en fibra dando lugar a la descomposicion
de su estructura quimica y mejorando o bien logrado su aplicacion como materia prima de
alimentacion humana o de animales. La separacion y corte de la fibra se debe a las fuerzas
de compresion y cizalla generados por la configuracion seleccionada de los tornillos

(Moscicki y Wojtowicz, 2011).

Los extrusores se pueden clasificar de forma general en dos tipos (a) simples o sencillos

y (b) dobles. Las principales caracteristicas de estos dos tipos de extrusores son

Extrusor Tornillo Simple: Se puede clasificar con base a diferentes caracteristicas
como es seco o humedo, segmentado o continuo. Desde el punto de vista practico y
aplicado la clasificacion con base en la cizalla suele ser la mas aplicada: formadores en frio,
formadores por alta presion, de coccion por baja cizalla, de coccion con alta cizalla. Las
ventajas de los extrusores simples con respecto a los dobles es que son mucho mas facil de
operar y se requiere menos capacitacion para su operacion, ademas de que llegan a costar
solo la mitad de lo que cuesta uno de doble tornillo, el ensamblado de los tornillos
representa una menor complicacion ya que no se requiere la interaccion el otro tornillo. Sin
embargo, presenta desventajas significativas como es que no se puede autolimpiar, menor
capacidad de mezclado en relaciéon a uno de doble tornillo, el rango de tamafio de
granulometria de la materia prima es muy limitado, no se pueden utilizar harinas o polvos
muy fines y en caso que el material sea muy grueso no se logra cocer adecuadamente,

ademas se requiere contar con un preacondicionador.

Extrusor Doble Tornillo: Los requerimientos de productos con formas y tamafios mas
alla de la capacidad de los extrusores de tornillo simple dio lugar al surgimiento de los
extrusores de doble tornillo que se definen como aquellos extrusores que tienen dos

tornillos de la misma longitud en el mismo canal. Estos extrusores son mucho mas

14



complicados que los simples, pero al mismo tiempo dan lugar a una mucho mayor

flexibilidad y mejor control. Estos son de dos tipos con base en la direccion que giran los

tornillos (Riaz, 2001):

e Contra-rotatorios, los tornillos giran en sentido contrario

e Co-rotatorios, los tornillos giran en el mismo sentido

A su vez en cada caso se puede subclasificar como tornillos entrelazados o separados,

en este ultimo caso es como si fueran dos tornillos simples lado a lado con una pequefia

porcion de los barriles en comun, de tal forma que no se genera empuje positivo, lo cual si

sucede en los tornillos entrelazados dando lugar a un mezclado eficiente.

En el area de alimentos, la extrusion ha incrementado en popularidad por (Guy, 2001):

Versatilidad ya que se puede dar lugar a un amplio grupo de productos, muchos de
los cuales no podrian ser generados facilmente por otros procesos; la facilidad con
la que se puede hacer cambio de ingredientes, condiciones de operacion y dado de
salida

Aun cuando la inversion inicial puede ser alta, el proceso se caracteriza por ser de
bajo costo y alta productividad

Calidad del producto, ya que, debido al corto tiempo de exposicion, aun cuando se
alcanzan altas temperaturas, se logré conservar muchos componentes termolabiles
de los alimentos.

Amigable con el ambiente, ya que es un proceso de baja humedad, que no produce
efluentes significativos, reduce el tratamiento de aguas y los niveles de

contaminacion ambiental.

Estas cualidades del proceso han dado lugar a que su aplicacion permee a aplicaciones

en otros materiales biologicos con diferentes fines o aplicaciones como es la extraccion de

compuestos bioactivos o bien como un pretratamiento para la produccion de etanol a partir

de material lignoceluldsico.

Dentro del extrusor de doble tornillo produce cambios fisicos y quimicos a través del

proceso de macro y micromezclado de los componentes, ya que el mezclado involucra una
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importante transferencia de energia que juega un papel muy importante en la
transformacion del material. La transferencia de calor en este proceso puede ser tanto de
origen térmico (cuando se utilizan sistema de enfriamiento y calentamiento) como de
origen mecanico (el flujo de calor generado cuando el material es cizallado por el
movimiento de los tornillos) (Mottaz y Bruyaz 2001). Todo esto puede dar lugar a grandes
moléculas como almidon, celulosa y hemicelulosa puede ser fragmentadas por la cizalla
que se presenta durante la extrusion y por otra parte estos mismos fragmentos pueden
unirse para formar grandes complejos insolubles o compuestos de Maillard (Camire 2001).
La celulosa, hemicelulosa y lignina se comportan diferente durante el tratamiento baro-

termico como la extrusion.

Recientemente se acufio el termino “blasting extrusion” proceso que comparado con
otros como es la modificacion térmica o quimica de materiales muestra una alta eficiencia
térmica dinamica, conservacion de componentes nutriticional termosensibles, bajo costo de
operacion y facil de escalar. Todo esto se debe a que este proceso combina multiples
fenémenos fisicos como es la alta presion, estrés de cizalla, torque y una alta temperatura,
todo en un corto tiempo (Chen et al., 2014). El proceso se ha evaluado en residuos de soya
para aumentar fibra dietaria soluble que se atribuye a la intensidad de la energia de
calentamiento instantanea ademds de los fenémenos de cavitacion, friccion y compresion
por impacto que dan como resultado a nivel microestructural materiales con superficies mas
irregulares, gruesas y llenas de espacios generando una mayor area superficial y también

interna en los materiales (Chen, 2014; Yan, 2015)

Heredia-Olea, 2013 realizaron un trabajo en el cual se estudid el efecto del tratamiento
con acido clorhidrico o sulftirico diluido observando un efecto importante por el tipo de
acido, pero al evaluar solo extrusion se obtuvieron rendimientos similares, pero con la
ventaja de que no se genera un efluente contaminante, ni se requiere una etapa de
detoxificacion posterior al pretratamiento. Estudios posteriores permitieron establecer a
través de un disefio de superficie de respuesta cuales eran las mejores condiciones de
extrusion que permitieran generar el mayor rendimiento de etanol, llegando a producir

hasta 198.1 mL de etanol por kilogramo de bagazo seco.
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CAPITULO 3 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Para medir adecuadamente la potencializacion de la hidrdlisis que genera el usar la
extrusion como pretratamiento, se realizo la caracterizacion de los extrudidos de bagazo de

sorgo dulce siguiendo las técnicas empleadas por Heredia-Olea y col. (2012).

La materia prima que se empled fue un bagazo de sorgo dulce proveniente del Centro de
investigacion regional noreste (CIRNE) ubicado en la ciudad de Rio Bravo en el estado de
Tamaulipas. Para la obtencidon de extractos acuosos y etandlicos, se usé el rotovapor. Dicho
equipo permite una evaporacion del solvente eficaz y rapida, disminuyendo su punto de

ebullicion con la ayuda de una variacion de presion.

Otro equipo empleado fue el cromatografo de liquidos de alta resolucion (HPLC), para
la cuantificacion correcta de azucares, asi como para detectar la presencia de etanol y otros
compuestos generados por la fermentacion. Se empled una columna de altas temperaturas,

usando como fase movil agua de alta pureza y acido sulfirico 5 mm en base acuosa.

2.1 Materiales

El bagazo de sorgo utilizado se obtuvo del Centro de Investigacion Regional Noreste
(CIRNE) que forma parte del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y
Pecuarias (INIFAP); ubicado en la Ciudad de Rio Bravo en el estado de Tamaulipas. Cabe
destacar que durante la siembra el cultivo fue atacado por dos plagas: Uromyces phaseoli
typica Arth y Phyllophaga spp. Este hecho debe ser considerado importante al momento de

comparar la caracterizacion bioquimica del bagazo con datos reportados anteriormente.
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2.2 Pretratamiento

El bagazo de sorgo previamente triturado en un molino de martillos fue sometido a un
proceso de extrusion termoplastica utilizando un extrusor Biihler de doble tornillo (Figura
2). El bagazo fue administrado a una tasa de alimentacion constante de 7.4 kg/h. Se
obtuvieron seis diferentes tratamientos donde se variaron la temperatura del caion del
extrusor, la humedad mediante la dosificacion de agua dentro del cafion (Tabla 1) y la

configuracion de los tornillos del extrusor (Figura 3).

Figura 2. Equipo utilizado para los pretratamientos: extrusor de doble tornillo BTSM
(Biihler, Suiza), tolva de alimentacion de s6lidos (K-Tron, Suiza) y bomba de alimentacion

de liquidos (Biihler, Suiza).
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Tabla 1. Condiciones de extrusion obtenidas de seis diferentes tratamientos con bagazo de

sorgo dulce.

Tratamiento El E2 E3 E4 E5 E6
Presion de la placa (bar) 77.5 77.1 71.9 87.9 90.8 112.0
Esfuerzo Mecanico (Wh/kg) 1108.7 518.1 878.2 554.3 961.3 943.9
Velocidad tornillos (rpm) 201.0 201.1  201.0 201.0 201.1 201.0
Torque relativo 95.8 474 758 45.4 90.8 90.2

Temperatura de carcasa (°C) 125.3 186.4 136.5 185.0 128.9 118.6
Temperatura de producto (°C) 101.0 94.3 116.1 97.4 109.0 86.7

Humedad de trabajo (%) 39.7 26.0 285 24.2 25.7 28.8
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Figura 3. Configuraciones de tornillos utilizadas para los 6 diferentes pretratamientos del

bagazo de sorgo dulce por extrusion.
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Asimismo, se utilizé la tobera FLY (Figura 4) del extrusor la cual es una pieza unica
desarrollada por la compafiia Biihler AG (Uzwil, Suiza), que permite disminuir la distancia

entre el dado y los tornillos evitando retener la energia mecanica en la punta del cafién y

expulsando la materia prima por el dado a gran velocidad.

Figura 4. Tobera Fly acoplada al extrusor BCTM (Biihler AG, Suiza) utilizada para

expandir los seis tratamientos de bagazo de sorgo dulce.
2.3 Determinacion de extractos en biomasa

Esta técnica se realiza para remover compuestos no estructurales de la biomasa que
puede causar interferencias en las demdas determinaciones analiticas. Este procedimiento
utiliza dos extracciones para remover materiales solubles en agua y en etanol. Los
materiales solubles en agua incluyen material inorganico (proveniente de suelos, o
fertilizantes), azicares no estructurales, material nitrogenado y otros. La fraccion soluble en

etanol incluye pigmentos (clorofila), ceras y otros componentes menores.
Preparacion del aparato soxhlet para extraccion

1. Secar los matraces balon en estufa al menos 12 horas a 105 °C. Sacar de la estufa y
dejar enfriar a temperatura ambiente en el desecador. Posteriormente agregar las perlas

de ebullicion o las barras magnéticas, etiquetar los matraces balon y pesarlos.
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2. Agregar de 3-10 gramos de la muestra en el cartucho de celulosa previamente tarado.
La cantidad de muestra va a depender de la densidad aparente del s6lido. La altura de la
biomasa no debe exceder la altura del sifon, de lo contrario se producen extracciones

incompletas. Marcar los cartuchos de celulosa con lapiz para su identificacion.

3. Ensamblar el aparato de extraccion. Insertar el cartucho en el tubo soxhlet.

Salida de agua
r————=—

Refrigerante —

Entrada de agua

Solvente puro
condensado
Tapon de
algodon
Enzanchamiento Cartucho
Sifén poreso
Ascenso de
vapores

Regreso del
ﬁ_
solvente +extraido

Calentador

e
Figura 5Esquema aparato soxhlet
Extractos solubles en agua

1. Anadir 190 mL de agua grado HPLC a un matraz balon previamente tarado. Colocar
el matraz balon en el aparato soxhlet. Prender la parrilla de calentamiento y ajustar el

calor para que ocurran 4-5 ciclos por hora (300-350°C y 100 rpm).

2. Reflujar por 6-24 horas, (preferentemente 20 horas). El tiempo de reflujo depende de
la velocidad de extraccion de los componentes de la muestra, de la temperatura de los

condensadores, y del tiempo entre ciclo y ciclo de extraccion.

3. Cuando ha finalizado la extraccion, apagar la parrilla de calentamiento y dejar enfriar

a temperatura ambiente.
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Extractos solubles en etanol

1. Agregar 190 mL de etanol puro a un matraz balén previamente tarado para la
extraccion con etanol. Colocar el mismo en el aparato soxhlet, ajustar el calor
administrado por la parrilla de calentamiento para lograr 6-10 ciclos por hora (260°C y

100 rpm).
2. Reflujar 16- 24 horas. Preferentemente 24 horas.

3. Cuando el tiempo de reflujo ha finalizado, apagar la parrilla de calentamiento y dejar

enfriar a temperatura ambiente.

4. Remover los cartuchos y extraer los so6lidos a un filtro de celulosa en un embudo
buchner. Lavar los solidos con 100 mL de etanol absoluto. Permitir que se sequen por

filtracion a vacio o por aire seco.
Remocion del solvente de extraccion

1. Transferir el contenido del matraz balén soxhlet a un matraz balon tarado del equipo

de rotovapor para su extracciéon completa.

2. Rotovapor con bafio a 60 °C y una presion de vacio de 72 nm para agua, la
temperatura del condensador se fija en 5 °C. En el caso del etanol se fija el bafio

también a 60 °C.

3. Colocar el matraz balon de rotovapor en estufa a 45 °C por 24 horas. Enfriar en

desecador a temperatura ambiente. Pesar.

2.4 Determinacion de fibra

El analisis de fibra consta de dos partes principales, digestion acida y neutra con
soluciones detergentes, es por ello por lo que a la prueba se le conoce como analisis de fibra

detergente.
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Preparacion de soluciones:

Solucion neutro detergente: poner 450 mL de agua destilada en un vaso de precipitados
y colocar agitador magnético, agitar en parrilla de calentamiento magnética. Agregar los
reactivos: Lauril sulfato de sodio 30 g; acido etilendiaminotetraacético 18.61 g; borato
sodio decahidratado 6.81 g; fosfato dibasico de sodio 4.56 g. Calentar si es necesario para
favorecer la dilucion. Agregar 540 mL de agua con cuidado de no formar espuma. Cuando
se haya agregado tres cuartos del agua, agregar el trietilenglicol 10 mL. Dejar en reposo

una noche para permitir que la espuma desaparezca.

Solucion 4cida detergente: mezclar 1 L de 4acido sulfurico 1IN con bromuro de

hexadeciltrimetilamonio 20 g.
Preparacion de la muestra

1. La materia prima se seca a 50-60 °C durante 3-4 h, hasta obtener la pérdida minima

del 85% de humedad. Se debe trabajar la muestra libre de extracto acuoso y etanolico.
2. Moler el material seco hasta que el tamafio de particula sea menor a 1 mm.

3. Guardar en un recipiente de muestra etiquetado, que no permita que vuelva a adquirir

humedad del ambiente.
Preparacion de los crisoles gooch

1. Secar el crisol limpio en horno a 105 °C durante una noche, o hasta peso constante.

Dejar enfriar en desecador.
2. Pesar en balanza analitica y registrar.

3. La limpieza de los crisoles sucios se realiza con mufla a 575 °C por 3-4 horas. Si la
velocidad de filtracion disminuye, entonces se procede a agregarle solucion

sulfocromica durante una noche. Se enjuaga con agua bidestilada.
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Determinacion de fibra neutra detergente (FND)

1. Pesar de 0.45 a 0.55 g de muestra acondicionada (libre de extracto acuoso y

ctandlico) y pasar a vasos berzelius.
2. Agregar 0.5 g de sulfito de sodio a cada muestra.
3. Colocar 50 mL de solucion neutro detergente a cada vaso.

4. Colocar en parrilla de calentamiento a 300 °C por 5 minutos. La muestra debera
reflujarse, para ello, los vasos berzelius se tapan con capsulas de porcelana con hielo

que servira para condensar los vapores.

5. Retirar de la parrilla de calentamiento y colocar 2 mL de solucion de amilasa
termoresistente 5 mL/100 mL Termamyl de la marca NOVOZYMES. Si se realiza la
prueba con otra enzima diferente o con un lote nuevo, se debe realizar la medicion de la

actividad de amilasa.

6. Colocar nuevamente en parrilla de calentamiento a 250 °C y dejar reflujar por una
hora. A los 7 minutos de calentamiento se deben lavar las paredes de los vasos con

solucion neutro detergente, utilizando el mismo volumen para cada vaso.
7. A los 30-40 minutos de iniciado el reflujo, calentar agua destilada a ebullicion.
8. Cumplida la hora de reflujo se procede al filtrado de la muestra.

9. Se vierten 5-10 mL de agua hirviendo en los crisoles, a modo de precalentamiento y
acondicionamiento de los mismos. Utilizar vacio para remover el agua de los crisoles.

Cerrar llave de vacio.

10. Decantar el contenido de los vasos berzelius a los crisoles gooch previamente secos
y tarados. Lavar los vasos con agua hirviendo para pasar todo el contenido del vaso al

crisol. Filtrar agua con vacio y volver a cerrar la llave.

11. Agregar a la muestra en crisol, 30 mL de agua hirviendo y agregar 2 mL de solucion

de alfa amilasa. Dejar reaccionar durante 45-60 segundos y filtrar con vacio.
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12. Verter 30-40 mL de agua hirviendo a cada crisol. Se deja reposar 2 minutos en

remojo y se filtra con vacio. Repetir lavado una vez mas.

13. Llenar crisol con 30-40 mL de acetona grado reactivo, dejar reposar 2 minutos y

filtrar con vacio. Repetir lavado una vez mas.

14. Filtrar muestra con vacio. Para remover la mayor parte del liquido, dejar cada

muestra filtrando por 20-30 segundos con vacio.

15. Llevar los crisoles gooch a estufa a 105 °C durante la noche. Enfriar en desecador y

pesar.
Determinacion de fibra acido detergente (FAD)
1. Pesar materia prima acondicionada 0.9-1.1 g y colocar en vasos berzelius.

2. Agregar 100 mL de solucion 4cida detergente, a temperatura ambiente. Colocar los
vasos berzelius tapados con cépsulas con hielo (para que condensen los vapores) sobre

una parrilla de calentamiento a 300 °C.

3. Calentar para que hiervan en 5-10 minutos. Reducir el calor en caso de excesivo

espumeo.

4. Reflujar por 60 minutos desde que empieza a hervir. A los 30 minutos de hervor

lavar las paredes de los vasos berzelius con solucion acida detergente.

5. Remover los vasos de la parrilla de calentamiento, mezclar con un leve movimiento

circular y dejar decantar 30-60 segundos.
6. Precalentar los crisoles previamente tarados con agua en ebullicion.

7. Decantar el contenido de los vasos berzelius en los crisoles gooch y filtrar al vacio.

Pasar cuantitativamente el contenido con agua hirviendo.

8. Lavar con 30-40 mL de agua hirviendo, remojar durante 2 minutos y filtrar con

vacio. Realizar el lavado dos veces.
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9. Lavar con 30 mL de acetona, remojar por 2 minutos y filtrar al vacio. Repetir dos

veces este lavado.
10. Secar los crisoles en horno a 105 °C durante toda la noche.
11. Colocarlos en desecador y pesar.

Determinacion de lignina y cenizas

1. Los crisoles gooch que contienen los residuos de la determinacion FAD se colocan

sobre kitasatos y se le agrega la mitad de su volumen de acido sulftrico al 72%.

2. Mezclar con varilla de vidrio para humedecer todas las particulas. Se deja digerir por

3 horas.

3. Se coloca acido sulfurico cada hora. Al cumplirse el tiempo, se filtra por vacio y se

lavan los residuos con agua caliente.
4. Secar en estufa a 105 °C toda una noche y pesar en caliente.

5. Llevar a mufla a 525 °C por 4 horas, posteriormente colocar en estufa a 105 °C toda
la noche, y pesar en caliente. La lignina se calcula como la diferencia de peso entre el

residuo digerido y seco; y el residuo calcinado.

2.5 Carbohidratos estructurales

Los carbohidratos y la lignina son componentes mayoritarios de las muestras de
biomasa por lo tanto deben ser caracterizados exhaustivamente. Los carbohidratos pueden
ser clasificados en estructurales y no estructurales. Los carbohidratos estructurales estan
unidos en la matriz de biomasa, perteneciendo y formando parte de la pared celular;
mientras que los carbohidratos no estructurales pueden ser removidos por procesos de

extraccion o pasos de lavados y se secretan como metabolitos de la planta.

Esta técnica se realiza con muestras de biomasa libre de extractos acuosos y etanolicos;
y consiste en dos hidrolisis para fraccionar la biomasa en formas solubles que pueden ser

detectadas y cuantificadas mas facilmente (monémeros determinados por HPLC).
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Preparacion de la muestra

Pesar 300.0 + 10.0 mg de muestra (minimo por duplicado) y colocar en un tubo de
presion.

Agregar 3.00 £0.01 mL de acido sulfurico al 72% a cada tubo de presion. Mezclar
con varilla por un minuto o hasta que toda la muestra se haya humedecido. También
puede utilizarse vortex.

Colocar el tubo de presion en un bafio de agua a 30 °C e incubar por 60+5 minutos.
Mezclar cada 5-10 minutos con varilla sin remover el tubo del bafio de agua.
Simultaneamente al hidrolizado, preparar estandares de recuperacion, los cuales se
utilizaran en concentraciones aproximadamente iguales a las esperadas. Estos
estandares se utilizan para corregir los datos obtenidos en la cuantificacién por
HPLC, debido a que muchos azucares en medios acidos y con calor son degradados
a otros compuestos.

Después de completar los 60 minutos de hidrolizado, remover los tubos del agua y
diluir el acido al 4% agregando 84+0.04 mL de agua HPLC. Cerrar los tubos y
mezclar por inversion varias veces 0 con vortex.

A los 10 mL de estandar de recuperacion agregar 348 mL de 4cido al 72%.
Transferir este a un tubo de presion, o a un frasco de vidrio para realizar la hidrolisis
en autoclave junto con las muestras.

Colocar los tubos en autoclave junto con el tubo de estandares de recuperacion, por
una hora a 121 °C. Cuando se completa el ciclo, sacar los tubos y dejar enfriar a
temperatura ambiente antes de abrirlos, para evitar proyecciones y pérdida de

muestra.

Analizar la muestra hidrolizada para determinar lignina insoluble

1.

Filtrar al vacio las muestras autoclaveadas a través de los filtros gooch previamente
preparados y pesados. Capturar el filtrado en kitasatos.

Transferir una alicuota de 50 mL en tubos de centrifuga, y guardar en congelacion
para determinar azucares por HPLC y contenido de acetilo.

Utilizar agua desionizada para transferir cuantitativamente todo el contenido del
tubo de presion a los filtros Gooch. Lavar los s6lidos con 50 mL de agua destilada

caliente.
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Secar los filtros gooch con los residuos a 105 °C hasta peso constante.

Retirar los filtros de la estufa, colocarlos en desecador para enfriarlos y pesar.
Colocar los filtros en mufla a 575 °C por 24 horas.

Remover cuidadosamente los filtros gooch de la mufla con pinzas y colocar en
desecador un tiempo igual al que se dejo inicialmente los filtros gooch limpios.

Pesar los filtros con el residuo de cenizas.

Analizar la muestra para determinar los carbohidratos estructurales

1.

Preparar una serie de estandares de calibracion de los azucares que quieren ser
cuantificados.

Utilizar la alicuota congelada de la muestra hidrolizada, descongelar, mezclar por
vortex y neutralizar con carbonato de calcio hasta un pH de 5-6 preferentemente,
con un maximo de 9. Decantar la muestra, centrifugar a 4500 rpm por 3-5 minutos y
tomar del sobrenadante una muestra para ser pasada por el HPLC previo filtrado por
membranas de 0.2 mm. Las muestras pueden ser refrigeradas por 3-4 dias.

Analizar muestras y estandares. Se utiliza una columna Aminex 87P a 80-85 °C, a

un flujo de 0.6 mL/min.

Analizar las muestras para determinar acetato

1.

Determinar el contenido de acetato en una columna Aminex 87H, con fase movil de
acido sulfurico SmM filtrada y sonicada. Las condiciones de operacion son de 60°C,
0.6 mL/min. La corrida es de 45 minutos.

El rango de la curva de calibracion recomendado es de 0.02-0.5 mg/mL.

2.6 Lignina Klason

La determinacion de la lignina en los pastos por el método de FAD presenta el gran

inconveniente de que disuelve hasta un 50% de su contenido, por lo cual en vista de que el

valor determinado por FAD subestima el contenido real, se debe determinar el valor de la

lignina por el método de Klason.

1.

Pesar 1.0 £ 0.05 g de muestra preparada y colocar en un tubo de 20x150 mm. Cada

muestra se debe correr por duplicado como minimo.
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10.

11

12.

Agregar 15 mL de acido sulfurico 72%, refrigerado a 4 °C. Mezclar con varilla de
vidrio por un minuto, o hasta que la muestra este totalmente humedecida. Se puede
utilizar vortex.

Hidrolizar la muestra por 2 horas a temperatura ambiente (20 °C
aproximadamente), agitar cada 15 minutos para asegurar la mezcla homogénea.
Transferir el hidrolizado a un matraz erlenmeyer y diluir hasta el 3% de la
concentracion del 4cido con 560 mL de agua destilada. Transferir
cuantitativamente todo el contenido del tubo

Colocar el matraz en parrilla de calentamiento y reflujo. Calentar hasta ebulliciéon y
dejar ebullir por 4 horas + 5 minutos.

Al finalizar las cuatro horas lavar el condensador con una pequefia cantidad de
agua destilada antes de desarmar el aparato.

Filtrar con vacio la solucion hidrolizada a través de un filtro gooch previamente
acondicionado (secado y tarado).

Utilizar agua caliente para pasar cuantitativamente el contenido del matraz
erlenmeyer hacia el filtro gooch, y para lavar el residuo filtrado al vacio hasta
eliminar todo el 4cido.

Secar el filtro gooch y su contenido a 105 °C por dos horas o hasta peso constante.
Enfriar en desecador y pesar, tomar el peso correspondiente al filtro, las cenizas y

la lignina acido insoluble.

. Colocar el filtro en mufla a 575+25 °C por un minimo de 3 horas o hasta que todo

el carbono se haya combustionado.
Enfriar en desecador, y anotar el peso correspondiente al filtro gooch y las cenizas
acidas.

2.7 Hidrolisis

Proceso catalizado por enzimas denominadas celulasas, cuyo proposito es la

degradacion de la celulosa. El uso de pre-tratamientos, facilita el desarrollo de esta etapa.
Cabe destacar que en la mayoria de procesos existe un primordial interés por los azicares
provenientes de la celulosa, sin embargo, la tendencia actual es el aprovechamiento integral

de la biomasa, y en especial de otros azlcares como las pentosas, provenientes de la
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hemicelulosa, conllevando al uso de enzimas que actiien sobre dichas substancias como es

el caso de las xilanasas y las xilasas.
1.- Utilizar muestra con extractos
2.- Determinar la humedad de la muestra por triplicado.
3.- Pesar 10% de sélidos en base seca de 250 mL

4.- Anadir las enzimas Novozymes Cellic CTec2 y HTec2. De la primera se agrega el
5.4% (g de enzima/ g de celulosa); y de la segunda un 6% (g de enzima/ g de celulosa).

Recomendado por Novozymes.
5.- Completar 250 mL de volumen final restando la muestra y las enzimas.
6.- Incubar a 28 °C con agitacion de 150 rpm por 24 horas.

* Nota: Se utiliza benzoato de sodio como conservador por ser mas manejable que la

azida de sodio.
2.8 Fermentacion

La fermentacion alcoholica es un proceso bioldgico en plena ausencia de aire, originado
por la actividad de algunos microorganismos que procesan los hidratos de carbono (por
regla general azicares) para obtener como productos finales: un alcohol en forma de etanol,
didéxido de carbono en forma de gas y unas moléculas de trifosfato de adenosina que

consumen los propios microorganismos en su metabolismo celular energético anaerdbico.
Preparacion de levadura

1.- Preparar 250 mL de medio YM Yy esterilizarlo.

2.- Inocular una muestra de levadura en el medio antes preparado.

3.- Colocar en la incubadora a 28 °C con 150 rpm; por 24 horas para permitir el

crecimiento de la levadura.

4.- Separar el medio en tubos para centrifuga estériles de 50 mL.

30



5.- Centrifugar a 4500 rpm por 5 min a 4 °C para la separacion del pellet de levadura.

Una vez formado el pellet retirar el sobrenadante y concentrarlo en un mismo tubo.

6.- Tomar 100 ul de levadura y colocarlos en un micro tubo de centrifuga estéril.

Anadir 900 pl de agua estéril. Agitar vigorosamente. (Dilucion 100/1000)

7.- Con esta dilucion repetir el proceso para obtener una dilucion 10/100. Repetir una

tercera vez para obtener la dilucion 1/1000.

8.- Tomar un par de gotas de esta Gltima dilucion para realizar el conteo de levaduras.
Colocar las gotas en una cdmara de Neubauer. Contar 16 cuadros para obtener el

promedio de crecimiento de la levadura.

* Nota: Con los grados brix se puede calcular la cantidad que se debe afadir a la

fermentacion.
Fermentacion alcohélica
1.- Pasteurizar los matraces usados en la hidrolisis para eliminar el benzoato de sodio.
2.- Afadir la levadura previamente preparada y contada.
3.- Colocar el equipo de fermentacion previamente esterilizado.
4.- Incubar por 48 horas a 28 °C.
5.- Tomar muestra a 0, 12, 24 y 48 horas.
2.9 Determinacion de alfa amino nitrogeno (FAN)

Determinar el contenido de aminoacidos libres o péptidos pequefios (de dos a tres
aminoacidos) mediante la reaccion con ninhidrina. Este reactivo forma con los grupos

aminos una sustancia color violeta, la cual se lee por espectroscopia uv-vis.
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Preparacion de Reactivos
1. Reactivo de ninhidrina

Mezclar 10 g de Na2HPO4*12 H20, 6 g KH2POs, 0.5 g indiatitriona y 0.3 g de fructuosa.
Esta mezcla se afora a 100 mL con agua y se ajusta el pH a 6.6-6.8. Se almacena en frasco

ambar a una temperatura de 5 °C. Permanece estable 2 semanas bajo estas condiciones.

2. Solucién de dilucion
Disolver 2 g de KIO; en 600 mL de agua destilada y agregar 400 mL de EtOH.
Almacenar a 5 °C.
3. Solucidn patrén de glicina
107.2 mg de glicina aforar a 100 mL con agua destilada. Almacenar a 0 °C.
4. Solucién de trabajo de glicina
Tomar 1 mL de solucion patron de glicina y aforar a 100 mL con agua destilada.
1.- Usar las muestras tomadas a diferentes horas de la fermentacion.
2.- Tomar 2 mL de cada tubo y afiadir 1 mL de solucion de ninhidrina.
3.- Calentar los tubos por 16 min; posteriormente enfriarlos hasta 20 °C por 20 min.
4.- Anadir 5 mL de solucion de trabajo.
5.- Preparar el blanco de la misma forma, pero sin agregar muestra.

6.- Colocar las muestras en celdas para espectrofotometro.

7.- Medir absorbancia a 750 nm.
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CAPITULO 4 RESULTADOS

De los 6 tratamientos de extrusion que se probaron se determin6 que el tratamiento 1 era
el mas propicio para trabajar debido a que era el que mostraba los resultados mas
prometedores de contenido de azucares disponible para la fermentacion. En la Tabla 2 se
muestran los resultados obtenidos durante la caracterizacion lignocelulosica de la muestra

elegida.

Tabla 2. Caracterizacion del bagazo de sorgo dulce a partir de la metodologia empleada

por Heredia-Olea et al. (2012) expresado en porcentajes.

Material Componente Porcentaje
Extractos Solubles
13.3656 + 0.297
en Agua
Extractos
Extractos Solubles
1.6771 +0.0448
en Etanol
FND 95.6831 + 1.8528
FAD 60.2178 £0.2652
Celulosa 49.1629 £ 1.0311
Fibra
Lignina 9.5743 +1.0591
Hemicelulosa 35.4653 £ 1.5978
Cenizas 1.4806 + 1.5634
Insoluble 16.7771 £0.2210
Lignina Klason Soluble 0.5074 + 0.0384
Total 17.2845 £ 0.1826
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En la Tabla 3 se muestran los azlicares presentes en la muestra después de ser sometida

a una hidrolisis enzimatica; durante la cual la celulosa, hemicelulosa y lignina fueron

convertidos para asi facilitar a la levadura el fermentarlos. En esta misma tabla se anexa la

eficiencia con la cual se espera cuente cada azucar para la fermentacion.

Tabla 3. Cuantificacion de Azucares por HPLC fermentables obtenidos de la Hidrdlisis

Enzimatica del tratamiento con las mejores condiciones de extrusion.

Aztcares (mg/g)

Celobiosa Glucosa Xilosa Galactosa | Arabinosa/Manosa
Hidrolisis | 14.26+£0.17 | 125.83+3.18 | 58.19+0.01 ND 1.854+0.10
Eficiencia
de NA? 39.35% 28.68% ND 7.94%
hidrolisis!

material en base seca entre la cantidad total del mismo azucar multiplicada por 100.

La eficiencia de hidrélisis fue calculada como la cantidad de azlicares hidrolizadas por cada gramo de

2NA significa no aplicable, la cantidad de celobiosa fue adjuntada a la de glucosa multiplicada por el

factor de conversion 1.05 para obtener la glucosa monomérica.

3Los azilicares que no fueron detectados por el cromatografo fueron reportados como ND.

Los contenidos de FAN durante la fermentacidon se muestran en la Tabla 4. Para una

fermentacion completa y rapida dichos niveles deben sobrepasar 150 mg/ L de no ser asi se

obtienen fermentaciones incompletas e indeseables.

Tabla 4. Cantidad de nitrogeno soluble (FAN) a través del tiempo durante la fermentacion.

Tiempo (h) FAN mg/L
0 184.875
24 153.125
48 135.75
72 117.75
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En la figura 6 se muestra la forma en que la cantidad de cada azlcar desciende
conforme el etanol se va generando. Cabe denotar que durante las primeras 24 horas no se
pudo cuantificar el etanol producido debido a que se encontraba en una concentracion aun
muy pequefia para ser detectado por la columna empleada. Se puede apreciar también la
presencia de acido acético en cantidades muy minimas; por lo tanto se puede presumir que
es el resultado de los gases producidos durante la fermentacion. Sin embargo, algunos
autores afirman que la presencia de acido acético ayuda a que la fermentacion se lleve a

cabo de forma continua y completa.

140
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E 80 —o— Celobiosa
s —B—Glucosa
‘S
g .
‘E ——Xilosa
(1] .
g 60 —»— Arabinosa/Manosa
]
o —x—Etanol
—6—A Acético
40
20
0

80

Tiempo de Fermentacion (hrs)

Figura 6. Concentraciones obtenidas durante la fermentacion del bagazo de sorgo dulce

extrudido e hidrolizado enzimaticamente.
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Realizando una tabla comparativa de los resultados obtenidos con los que presenta la

cafia de azucar (Tabla 5), que actualmente se presenta como una de las mejores materias

primas del proceso.

Tabla 5. Comparativa entre composicion de cafia de azticar y bagazo de sorgo dulce.

Caiia de aztcar Bagazo de sorgo dulce
Glucanos 45.2 3297+2.23
Xilanos 23.6 18.08 £1.17
Arabinanos 2.1 2.09 +0.06
Lignina 21.3 16.77 £0.22
Extractos 3.9 15.05+0.23
Cenizas 34 1.48 +£1.56

Siguiendo la comparacion con la cafia de azicar también se debe mencionar que a esta

se le podria dar un uso dentro de la demanda de alimentacion, mientras que el bagazo de

sorgo dulce ya ha sido empleado para otros procesos y ahora es un residuo.
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CONCLUSIONES

Después de realizar todo el proceso experimental se puede concluir que el bagazo de
sorgo dulce constituye una buena materia prima para la obtencién de etanol de segunda
generacion. La extrusion como pretratamiento térmico mejora la eficiencia de liberacion de
los azucares, sin generar residuos dificiles de manejar y en un proceso continuo que permite

tratar grandes cantidades de material lignoceluldsico.

Las condiciones mas propicias para implementar a la extrusion como pretratamiento
efectivo sera un alto valor de energia mecanica con temperaturas superiores a 100 °C, que

generen un torque superior a 95 y arroje un producto con humedad alta.

Los pretratamientos acidos generaran mejores rendimientos, pero es necesario evaluar
el consumo de agua que requiere, los requerimientos energéticos, asi como la generacion de

moléculas indeseables.

Actualmente ya existen plantas que utilizan este proceso, pero aun no se emplea para la
obtencion de cantidades industriales. Dentro de nuestro pais este proceso Unicamente se
practica a escala laboratorio. Esto debido a que la obtencion de combustibles se encuentra
cubierta por un monopolio que impide que los biocombustibles sean tomados en cuenta

para satisfacer la demanda.
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RECOMENDACIONES

En base a los resultados se recomienda seguir realizando ensayos para determinar los
limites de energia mecanica especifica en los cuales se puede obtener la mayor eficiencia de
azucares hidrolizados enzimaticamente. Asi mismo, se recomienda utilizar la misma
tecnologia en otras matrices vegetales para evaluar la eficiencia de hidrdlisis con diferentes
composiciones estructurales. Del mismo modo se pueden realizar mas estudios con el dado
dindmico para mejor la eficiencia de hidrolisis de hemicelulosa. También se recomienda
pretratar sorgo dulce sin el ataque de plagas, ya que es posible que la baja eficiencia de
conversion de azlicares pueda haberse debido a los compuestos generados por el hongo que

infesto a los tallos.

Una gran cantidad de azticares C5 quedaron remanentes después de las fermentaciones.
Se recomienda utilizar una cepa que pueda metabolizar estos azlcares para generar una
mayor cantidad de etanol al final de la fermentacion. Otra opcidn es considerar un co-
cultivo en el cual dos levaduras puedan fermentar en su totalidad los azucares si es que no

se encuentra una cepa que pueda consumir hexosas y pentosas.

Por ultimo, se puede recomendar el uso de un microorganismo que pueda aprovechar
los azucares remanentes de la fermentacion para transformarlos en un analito de interés
diferente al etanol. Una opcidn es la produccion de xilitol utilizando bacterias, el cual puede

ser purificado y utilizado como un edulcorante.
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