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Resumen

Los biocombustibles de 2da generacién o celulosicos son producidos principalmente por Biomasa,
materia organica de residuos agroindustriales utilizada como fuente energética y obtencion de bioetanol.
Los biocombustibles de 2da generacion tienen una produccién mas compleja para la obtenciéon de
bioetanol que los de 1ra generacion que estan a base de materias alimentarias por lo cual su produccion
continda en investigacion y a prueba para obtener buenos y mejores rendimientos a futuro. En este
trabajo se explord un proceso de pretratamiento de paja de sorgo para la produccién de bioetanol. Esto
consistié en la autohidrolisis de la paja de sorgo a 121°C y 20 psi, de este proceso se obtiene un caldo
con una concentracion de 2.741 g/L con un rendimiento de 27.41% de azulcares fermentables, y paja
pretratada que serd procesada en un siguiente paso llamado de hidrélisis enzimatica. Este proceso
consistié en agregar Accellerosa 1500 a las muestras con una concentracion de 1.1634 g/L con un
rendimiento de 11.634% de azlcares fermentables. Al concluir la investigacién se obtuvieron buenos
rendimientos pero no los que se deseaban, por lo cual se implementara diversos factores para esperar
obtener mejores resultados de azlcares reductores.

Abstract

The second generation of biofuels or cellulosic are mainly produce by biomass; organic material of
agroinsdustrial waste is used as energetic source and extraction of bioethanol. The second-generation of
biofuels have more complex production for the extraction of bioethanol than the first generation that are
based on food materials; consequently its production is still on research and on prove to obtain good and
better outputs in a future.In this project was explored the process of pretreatment of straw of sorghum for
the bioethanol production. This consisted in the self-hydrolysis of the straw of sorghum to 121* and 20
psi, of this process it is obtained a concentrated soup of 2.741g/L with 27.41% of fermented sugars and
pretreated straw efficiency ; that will be treated as the following step called hydrolysis enzyme. This
process consisted in add accellerosa 1500 to the samples with a concentration of 1.1634 g/L with
11.634%of efficiency in fermented sugars. To concluded the research. They obtained good efficiency;
but not the required. Consequently, different factors will be implemented, expecting to obtain better
results of sugars reducers.
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INTRODUCCION

Biocombustibles de 2da Generacidn
Bioetanol

® :Qué es un Biocombustible de 2da
Generacidn?

El término Biocombustible se refiere a
combustibles liquidos o gaseosos implementados
en el sector de transporte, producidos
principalmente por Biomasa (materia organica
utilizada como fuente energética; y obtencion de
“Bioetanol” como nuestro objetivo primordial).

Entonces los Biocombustibles Celulésicos o de
2da Generacion, son aquellos producidos a partir
de materias-primas no alimentares como lo son
residuos agroindustriales y gramineas forrajeras
de alta produccion de biomasa. Su produccion es
muy compleja, incluso mayor a los de 1ra
Generacion, asi mismo estos se encuentra en fase
de prueba por lo que ain no son comercializados.

El proceso que se llevara a cabo se clasifica segun
la conversion de biomasa como: un proceso por
Hidrolisis Enzimatica.

Actualmente a Nivel Mundial se realiza la
investigacion para desarrollar procesos sostenibles
de produccion de bioetanol. Una de las vertientes
méas llamativas es la que corresponde al
aprovechamiento de biomasa lignocelulésica pues
se puede obtener de residuos agroindustriales. La
lignocelulosa es el componente mayoritario de la
biomasa, representando la fuente organica mas
econOmica, abundante y renovable del mundo. En
el nuevo Plan de Energias Renovables (PER)
2011- 2020, se ha cuantificado la capacidad de
produccion de bioetanol a partir de materiales
lignoceluldsicos.

El proceso consta de varios pasos, empezando
con el pretratamiento de la masa para

quitar/destruir lignina, dejando sus componentes
preparados para una hidrdlisis enzimatica, proceso
catalizado por enzimas denominadas celulasas,
cuyo propoésito es la degradacion de la celulosa,
con el fin de aprovechar al maximo la biomasa y
otros azlicares como las pentosas.

Considerando que la etapa de pretratamiento es
muy importante en este trabajo se explora la
potencialidad de un proceso conocido como auto-
hidrolisis.

Durante la hidrélisis los procesos mas importantes
son el trabajo de las enzimas, las cuales
principalmente son: Endo [-glucanasas, que
rompen los enlaces B-glucosidicos en forma
aleatoria en el interior de las moléculas de
celulosa; Exo B-glucanasas, que atacan
gradualmente las moléculas de celulosa de los
terminales no reductores liberando subunidades
de celobiosa; y la B-glucosidasas 6 celobiosas la
que hidroliza celobiosas; asi como xilosa y
xilanasa.

Entonces ¢Qué es el Bioetanol y cual es su
proposito? ElI Etanol como tal sirve como
combustible y como materia de partida en la
produccion de productos quimicos. Por lo que el
Bioetanol es la innovadora forma de usar residuos
organicos agroindustriales que generalmente se
desechan para convertirlos en un combustible méas
econdmico, menos contaminante, con menor costo
de produccion y un mejor rendimiento.

Se busca entonces, producir Bioetanol a partir de
Biomasa, la cual es obtenida en nuestro sector de
la paja. Las hojas y troncos de maiz que son la
principal fuente estan  conformados  por
abundantes cantidades de celulosa, hemicelulosa
y lignina; de los cuales tras el proceso ya
planteado se puede obtener uno de los mejores
Biocombustibles de 2da Generacion a Nivel
Mundial.
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MATERIALES Y METODOS

Materiales:

Para el pretratamiento de la paja de sorgo se
utilizaron diversos instrumentos y aparatos de
laboratorio. El pretratamiento comenzé con la
clasificacién de la paja de sorgo, la cual se llevo
acabo con tres cernidores de mallas 20, 40 y 60,
posteriormente se usd un molino de café (Braun)
para realizar la moliendo de la paja. El proceso de
autohidrolisis fue llevado béasicamente en una
autoclave utilizando la presion de vapor de agua
agregando tubos Falcén con la muestra de paja y
agua; el proceso de hidrolisis enzimatica se
realizo agregando la enzima Accellerasa 1500 a
tubos eppendorf y colocarlos en el Thermomixer
con una agitacion mecanica y temperatura
determinada. La medicién de azuUcares se hizo
atravesar de dos aparatos, uno de estos fue un
analizados bioquimico (YSI) y el otro fue un
espectrofotometro  UV-Vis. Durante todo el
pretratamiento se estuvieron utilizando tubos
eppendorf, micropipetas, tubos Falcén, celdas
(espectrofotometro).

Métodos:

Un primer paso consisti6 en limpieza vy
clasificacién de la paja de sorgo la cual se realizo
con el uso de cernidores con mallas de diferentes
tamafios: 20, 40 y 60, al agregar la paja en el
cernidor con la malla 60 se realizaba una agitacion
mecdanica para lograr la clasificaciéon de la paja y
poder separar el polvo o tierra que se tenia y asi
tener una paja con mejor limpieza, después la
paja se separaba en diversas bolsas etiquetando
cada una con el tamafio de paja correspondiente.
Posteriormente se efectudé la molienda de la paja
para obtener un tamafio de paja menor y asi poder
analizar si el tamafo de la particula influye en el
rendimiento del pretratamiento.

Un segundo paso fue el pretratamiento de la paja
de sorgo al 10% en la autoclave, implementando la
autohidrolisis de baja temperatura. El proceso
consistié en agregarle aproximadamente 3 litros de
agua a la autoclave y en dos tubos Falcén se
agregaron en cada uno 20 mL de agua y 2 gr de
paja de tamafio 60 pero ya molida; se dejaron
durante un tiempo de 15 a una temperatura de
121°C y una presién de 20 psi.

Un tercer paso se basé en la filtracion al vacio de
las muestras autohidrolizadas en el paso anterior
para separar el caldo concentrado de la paja
hidrolizada. Posteriormente el caldo concentrado
sé vacio en un frasco y se midié en porcentaje de
humedad de la paja hidrolizada de ambas
muestras y asi poder realizar el célculo para
preparar una solucion de cada una al 1%. Las
soluciones se prepararon con 1gr de paja
hidrolizada y 100mL de agua en un vaso de
precipitado colocado en una parrilla (Corning) a
45°C y con una agitacion magnética de 600rpm.
Durante la agitaciéon se midié y ajusto el pH de
cada solucién con un pH meter (Corning) y HCI
diluido al 10% hasta obtener un pH de 4.5 en
ambas soluciones para finalizar con la preparacion
ambas soluciones se aforaron y vertieron en el
vaso de precipitado.

Un cuarto paso consistid6 en la toma de nueve
muestras de 1.5mL al 1% de cada solucion
preparada anteriormente, obteniendo una cantidad
de 18 muestras en total. De las nueve muestras se
toman 3 de cada solucion al azar y se colocan en
un horno a una temperatura de 58°C para que se
sequen y se pueda medir la cantidad de paja
contenida; después se toman dos de cada
solucion y se le agrega la enzima Accellerasa
1500 para dar inicio al proceso de hidrolisis
enzimatica y las dos Ultimas muestras se
mantienen tal cual se tomaron para tener un
control de sustrato de ambas muestras.

La hidrolisis enzimatica consiste en agregar la
enzima a las muestras colocadas en los tubos
eppendorf y después ponerlas en el Thermomixer
durante 3 hras a una temperatura de 45°C para
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gue con la agitacion mecanica del aparato y dicha
temperatura la enzima pueda dar un buen
rendimiento para la obtencibn de azlcares
reductores. Al finalizar las tres horas en el
Thermomixer se sacan las muestras y se ponen a
refrigerar y después se centrifugan durante 15 min
a 10000rpm y 10 min a 12000rpm para separar el
sélido del liquido de nuestra muestra y asi cuando
realicemos el célculo de azUcares sélo tomemos el
liquido.

Un quinto paso fue la medicion de azlcares de las
muestras, se utilizaron dos técnicas: (i) YSI y (ii)
DNS. La técnica del YSI consiste en la medicion
de azlcares, priorizando la glucosa contenida en
las muestra por medir pero para esta medicién es
necesario preparar una curva de calibracién con
concentraciones de azlicares ya conocidas, estas
fueron: 0.5 gr/L, 1.0 gr/L, 1.5 gr/L y 2.0 gr/L. Al
tener estas soluciones preparadas se inicia la
medicién de azucares por YSI ya que con la curva
se podra asegurar de la correcta mediciéon del
aparato; se comienza la medicién con una de las
soluciones preparadas al 1.0gr/mL para poder
verificar la veracidad de la medicion. Las seis
muestras restantes se emplean para la medicion y
los datos de azUcares son registrados en la libreta
para posteriormente realizar los calculos
correspondientes a los concentraciones. La
segunda medicibn empleada fue la técnica del
DNS la cual se utiliza para cuantificar la cantidad
de azlcares totales en la muestras. Para la prueba
de DNS se realizo un duplicado de cada muestra y
de esas 4 soluciones totales se hace un triplicado
de cada una; este triplicado se lleva acabo
agregando50 pL de muestra y 50 pL de DNS a los
tubos eppendorf, cabe destacar que de la curva de
calibracion, los controles de sustrato y la enzima
también se realiza un triplicado de la misma
manera ademas de hacer un blanco el cual sélo se
prepara con agua y DNS. Por ultimo los triplicados
sé ponen en una gradilla de unicel y en una
cazuela con agua se ponen a calentar durante 5
minutos a 100°C y posteriormente se enfrian
durante 5 minutos en un congelador. Para finalizar
la técnica se le agregan 500 pl de agua destilada a

cada réplica y después la solucion se vierte a una
celda para leer las absorbancias en el
Espectrofotomet.

RESULTADOS Y DISCUSION

Como resultado de la limpieza, clasificacion y
molienda de paja de sorgo se obtuvieron tres
tamafios distintos, el primero fue una paja mas
grande de granel a 60, el segundo una paja con un
tamafio medio de 60 a 40 y el Ultimo tamafio fue
mas pequefio y fino de 40 a 20. Cabe destacar
gue se realizo una segunda limpieza de la paja
para tener un mejor indice de polvo y/o tierra en la
paja de tamafio mas pequenio.

De la autohidrolisis se obtuvo un caldo de color
café un poco claro y una paja de color amarillo
oscuro. La paja tenia un porcentaje de humedad
de 74.56%. Al medir la concentracion de azlcar
en el caldo, se obtuv 2.741 g/L correspondiente a
un rendimiento de 27.41%.

Con respecto a la hidrélisis enzimatica de la paja
pretratada se obtuvo un caldo con una
concentracion de azucares reductores de
1.1634g/L correspondiente a un rendimiento de
11.634%.

CONCLUSIONES

En este trabajo e investigacion se exploro el
potencial de capacidad del proceso de
autohidrdlisis de baja temperatura, de la cual si se
obtienen azlcar fermentables para la produccion
de bioetanol aunque no en la misma proporcion
gue un pretratamiento termoquimico; sin embargo,
este proceso no utiliza ningun reactivo quimico
agresivo al medio ambiente para generar alguna
reaccion ni la lignificacion en la obtencion de
azucares por lo cual para nosotros es considerado
un pretratamiento de gran importancia para
desarrollar.
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