ARTICULO DE INVESTIGACICN

Proceso alterno para producir etanol de sorgo dulce
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| Introduccion

RESUMEN: Se conceptualizé y se ensayo a escala de laboratorio
una variante introducida en el proceso para producir etanol en
una fermentacién al estado sélido del tallo del sorgo dulce. Se
obtuvo jugo al prensar a baja presién trozos obtenidos del tallo
de sorgo dulce. El jugo se inoculé con levadura y se dejo
fermentar parcialmente. Luego se adicioné de regreso a los
sélidos prensados. La mezcla se dejo fermentar al estado sélido.
La estrategia de inoculacién empleada permitié una distribucién
homogénea de la levadura. En 48 h de fermentacién al estado
s6lido en un recipiente estdtico se produjo aproximadamente
10g por 100 mL de etanol dentro de la matriz sélida del trozo.
Se consumieron aproximadamente 85 % de los azcares iniciales,
y la levadura empled en forma simulténea la sacarosa y la
glucosa con un menor consumo de la fructosa. A esta variante
se le ha denominado: doble prensado con fermentacién
intermedia al estado sélido.

PALABRAS CLAVE: Sorgo dulce, etanol, fermentacién al estado
sélido.

Solid state fermentation of sweet sorghum to ethanol by o modified technique

ABSTRACT: A solid substrate process for producing ethanol from
sweet sorghum stalk was proposed and tested at the laboratory
scale. Juice was obtained by pressing previously obtained small
segments of the stalk. The juice was inoculated with yeast and
partially fermented before adding it back to the pressed solids.
The mixture was left for further fermentation. At the end the solids
were pressed. The fechnique assured a homogenous yeast
distribution within the solid matrix. In 48 h approximately 10g
of ethanol per 100 mL were produced within the solid matrix
and 85% of the sugars initially present were consumed. Sucrose
and glucose were utilized simultaneously and fructose lagged
behind. The technique was denominated as double pressing with
intermediate solid substrate fermentation.

KEY WORDS: Sweet sorghum, ethanol, solid substrate fermentation.

Existen tres procesos diferentes para transformar a etanol los
azdcares contenidos en tallos de plantas como la cafia de azdcar
y el sorgo dulce. El proceso cldsico, en el cual se extraen los
azicares del tallo en una tanda de molinos rotatorios en serie
con una circulacién de una mezcla de agua y jugo en
contracorriente. La eficiencia de extraccién para lo cofia de
azdcar estd alrededor del 90-93 %. Luego, se adiciona levadura
al jugo y los azicares se convierten a etanol en un fermentador.
Las plantas comerciales utilizan esta tecnologia, produciendo
en el fermentador un mosto con una concentracién de etanol
entre 8 al 10 % (p/v) en 36 a 48 h. El etanol se purifica por
medio de un tren de torres de destilacién.

El proceso de extraccion y fermentacién simultdnea, en donde,
primero, el tallo se reduce a particulas pequefias, luego se
adicionan a un fermentador que contiene agua y levadura en
una proporcién fal que las particulas quedan sumergidas. Durante
la fermentacién el azicar se extrae por difusion y la levadura
convierte los azicares a etanol (Rolz & de Ledn, 2010, 2011).
Debido a que siempre existe un diferencial de concentracién de
azlcar entre la matriz sélida y el medio acuoso, la extraccién
de los azdcares, en un tiempo de 24 a 36 h, puede llegar a
valores cercanos al 98 %. Se separan las particulas agotadas
de azlcar del mosto por prensado. El mosto se envia al sistema
de destilacién con una concentracién de efanol entre 4 a 5 %
(p/v). Los sélidos se agotan de etanol por un flujo de COy, el
cual se inyecta a la torre de destilacidn previa condensacién.
No existe un sistema comercial o piloto empleando esta
tecnologa.

El fercer proceso consiste en reducir el tallo a parficulas pequefias
por molienda, luego se le agrega una suspension de levadura
en la superficie generalmente empleando aspersién, en proporcidn
tal, que no se genera una fase liquida en el fermentador. El
etanol se genera dentro de la matriz de las particulas sélidas.
Las particulas ya sin azicar se agotan de efanol empleando, de
nuevo, un flujo de CO,, el cual se condensa y se envia al sistema
de purificacién por destilacién. En China se encuentra en
funcionamiento una planta piloto en la cual se ha logrado
producir en 40 h de fermentacién un condensado final
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Grafica 1. Procesos para transformar los azécares contenidos en fallos de plantas como la cafia de azdcar y el sorgo dulce en etanol. En color verde: molinos para reducir el tamafio de los tallos y posterior
prensado. £n color café: indculo de levadura. En color azul: fermentador, agotador del etanol en los slidos por medio de un flujo de €0, y sistema de destilacion.

conteniendo aproximadamente 11 % de etanol (p/v) con un
rendimiento de conversion del 89 % del tedrico (Chen & He,
2012).

Los diagramas de blogues ilustrados en la gréfica 1 resumen
las tres alternativas de proceso anteriormente aludidas.

Al tercer proceso, en donde no existe una fase liquida en el
fermentador, se le conoce en términos generales como una
fermentacion o cultivo al estado sélido (Doelle et al, 1992). El
objetivo principal del mismo es el de evitar agregar agua al
sistema y diluir por lo tanto el etanol producido (Couto, 2005,
2008; Bhargav et al, 2008; Singhania et al, 2009). Sin embargo,
existen dos valladares que conviene resaltar. El primero, es la
reduccién del tamafio de la particula del tallo a procesar, la
cual debe ser muy pequefia para que la levadura adicionada
tenga acceso al azicar presente. Lo anterior implica que es
fundamental la manera de aplicar la levadura al sélido. Por
ofro lado, un tamafio muy fino de particula implicaria una
densidad aparente menor y por lo tanto el tamafio del reactor
aumentaria desproporcionadamente. Significa entonces que
debe deferminarse para cada materia prima el tamafio 6ptimo
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de particula. El segundo, se refiere al reactor mismo, el cual
debe disponer de un sistema de agitacién de la masa sélida,
no solo con el propésito de homogeneizarla, sino también para
remover la energia térmica generada por el cardcter exotérmico
de la fermentacioén. Si lo anterior no funciona, la temperatura
podria llegar a valores dafiinos para la propia levadura.

La fermentacién al estado sélido de particulas del fallo del sorgo
dulce se ha llevado a cabo en una escala pequeiia con éxito
por varios investigadores en el pasado y la produccién de etanol
ha sido aceptable. Kargi y Cume (1985) informan de los
resultados obtenidos al utilizar un fermentador rotatorio con
deflectores infernos. La concentracién final de etanol lograda
fue de 9.6 g/100 g de mosto en 70 h, operando a 1 rpm, con
un rendimiento de etanol del 80 % del teérico. Los autores
también exploraron la posibilidad de remover una parte del
agua de las particulas por secado encontrando que una humedad
de 70 % era apropiado (Kargi et al, 1985). Gibbons et al (1986)
publicaron resultados de la operacién de un reactor semi
continuo, consistente en un tornillo transportador horizontal,
obteniendo un rendimiento de etanol de 0.43 o sea un 85 %
del fedrico con un tiempo de residencia de 72 h y un contenido



de etanol de 4.7 % (p/v). Un rendimiento de etanol parecido
fue informado por Bryan (1990) utilizando lechos empacados
de particulas de sorgo con un volumen de 7 litros, obteniendo
una concentracién final de etanol de 6.1 % (p/v) en
aproximadamente 60 h. El autor encontré que 0.2 % (p/p) de
levadura adicionada era 4ptima.

Dos trabajos recientes empleando frascos a escala de laboratorio
estudiaron los efectos del tamafio de particula, la proporcién
de levadura empleada, la humedad de las particulas y la
temperatura: Yu et al (2008) encontraron, 0.5 a 1.5 mm, 4.6
por 10° por g, y 75 % de humedad respectivamente; Shen y Liu
(2009) por su parte, 0.9 a 1.6 mm, 0.25 % de levadura (p/p),
76 % de humedad y un rango de temperaturas entre 35 y 40
°C, respectivamente. Por otro lado, Wang et al, (2010) operaron
un reactor tubular rotatorio de 5,000 litros obteniendo un
rendimiento de etanol de 0.42 con un consumo de azicares de
94 % en 20 h. Las particulas de sorgo fermentadas se sometian
a una destilacién por inyeccién de vapor, obteniendo un
condensado con una concentracién de etanol de 22 a 31 %
(p/p). Asi mismo, Kwon et al (2011) emplearon una levadura
termo folerante que permitié operar un lecho empacado de 10
L de volumen empleando particulas de sorgo entre 1.5 a 2.0
mm, obtuvieron un rendimiento de 0.25 g de etanol por g secos
de particulas, equivalente a 0.46 g etanol por g de azdcar.
Finalmente, Molaverdi et al (2013) utilizaron el hongo Mucor
indicus para producir etanol de particulas de sorgo de 80 mesh
y 80 % de humedad, consumiendo el total de azicares en 48
h, con un rendimiento de etanol de 0.48.

A continuacién se presentan resultados experimentales de una
variante de la fermentacién al estado sélido de particulas de
variedades de sorgo dulce. La modificacién propuesta estd
dirigida a lograr un mejor contacto de la levadura con la
superficie del sélido con el objetivo de acelerar la fermentacion
y lograr un mayor consumo de los azicares presentes.

Métodos experimentales

Se realizaron dos pruebas con muestras de variedades de sorgo
dulce cultivadas en Campo Sur UVG, Santa Lucia Cotzumalguapa,
Escuintla en el afio 2012. En ambas pruebas se emplearon
tallos del primer corte realizado en Julio. En la primera prueba
se utiliz6 la variedad Top 76-6. En la segunda, tallos provenientes
de una mezcla en proporciones similares de las variedades,
Pampa Tanol Il, Sugar Drip, Top 76-6 y Umbrella. Los tallos se
enviaron el mismo dia del corte al Campo Central de UVG en
ciudad de Guatemala en donde se almacenaron a -10 °C.

Los tallos se descongelaron durante la noche y se cortaron en
pequefias secciones o trozos. La cortadora provista de una
cuchilla giratoria fue fabricada en el pafs. En las gréficas 2 y 3
se muestra la cortadora y los trozos producidos.

Los trozos se prensaron, en la prueba 1, empleando un molino
de tres rodos dentados con un motor de 1 HP; en la prueba 2,
utilizando una prensa Carver, obteniéndose en ambos casos el
jugo prensado y los sélidos residuales. Se determiné el peso y

Grafica 2. Cortadora de cuchillas

Grdfica 3. Trozos de sorgo dulce de aproximadamente 2 cm de didmefro y 3 cm de largo.
Notar que en algunas secciones la cortadora removid la cdscara

la humedad de los trozos antes y después del prensado. Se
determiné el peso del jugo extraido, el volumen y los grados
Brix. En los sélidos prensados y en el jugo se deferminaron los
azdcares como mds adelante se describe. En la primera prueba,
al jugo extraido se le adicionaron 14 mL (aproximadamente un
10% del volumen del jugo extraido) de una suspensién de
levadura con una densidad éptica de 1.67, e inmediatamente
se adiciond sobre la superficie de los sélidos colocados
previamente en un recipiente de plastico de boca ancha, tal
como se muestra en la gréfica 4. En la segunda prueba, se
agregaron al jugo prensado 35 ml (aproximadamente un 10%
del volumen del jugo extraido) de una suspensién de levadura
con una densidad dptica de 1.69 y la mezcla se dejé fermentar
en forma estdtica por 16 h a 30 °C. Luego se procedié vertiendo
el jugo en fermentacién activa sobre la superficie de los sélidos.
En ambas pruebas, la fermentacién al estado sélido se llevé a
cabo en un periodo de 48 h, sin agitacién alguna, colocando
el recipiente en una incubadora a 30 °C.
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Grafica 4. Fermentacion al estado solido de trozos prensados de sorgo dulce, vista lateral y superior del recipiente utilizado

En la segunda prueba, periédicamente se tomaron al azar trozos
en fermentacién del recipiente, los cuales se prensaron
manualmente empleando una jeringa de 20 mL. En el jugo
obtenido se determinaron los azicares y el contenido de etanol.
Finalizado el periodo, los sélidos se volvieron a prensar,
recuperando el mosto alcohélico y los sélidos agotados de
azlcar.

La levadura utilizada en los ensayos fue una cepa de
Saccharomyces cerevisae disponible comercialmente y empleada
en las destilerias del pafs. Se crecié en 125 ml de jugo de sorgo
dulce, previamente extraido y esterilizado por 20 min a 121 °C,
en un frasco de 250 mL y con agitacién de 250 rpm a 30 °C
por 48 h (Incubator Shaker Lab Companion Model SI-600).
Luego, la suspension se centrifugd a 4,000 rpm y 10 °C
(Eppendorf Table-top Refrigerated Centrifuge Model 5804R). El
s6lido se suspendié en agua deionizada y se determiné la
densidad éptica. Los azlcares se deferminaron empleando un
cromatégrafo liquido de alta presién Agilent 1200, con un
detector de indice de refraccién, una columna Zorbax NH2, de
25 cm de longitud, 4.6 mm de didmetro interno, y una mezcla
de acetonitrilo en agua (70-30) como solvente. En las muestras

fermentadas, el etanol se cuantificé empleando un cromatégrafo
de gases Agilent 6890, con una columna HP-Plot Q de 30 m
de longitud y 32 mm de didmetro interno. Para extraer los
azlcares de los trozos se procedié de la siguiente manera:
aproximadamente 50 g de material pulverizado se mezclaron
con 250 ml de agua, se llevaron a ebullicién manteniéndola
por 30 min, luego se dejé enfriar. La suspensién se filtrd con
ayuda de vacio empleando papel filtro Whatman 1004-110.
En el filtrado se determinaron los azicares.

Resultados

El contenido de azdcares de la variedad Top 76-6 utilizada en
la primera prueba fue de 12.0 % y 47.1 % en base himeda y
seca respectivamente. La mezcla de variedades de sorgo empleada
en la segunda prueba mostré 10.0 % en base himeda y 35.8
% en base seca. La distribucién de los diferentes azdcares se
encuentra en el cuadro 1.

El balance de masa y de azdcares totales en el prensado de los
trozos se observa en el cuadro 2.

Cuadro 1. Distribucién de azdcares en los trozos expresados como % del ozdcar total

Prueba Sacarosa Glucosa Fructosa Reductores/Sacarosa
] 72.84 11.70 15.46 0.37
2 79.76 1418 6.06 0.25

Cuadro 2: Balance de masa del prensado de los trozos en las dos pruebas. El peso y los azicares estdn expresados en gramos. Los valores entre paréntesis indican

el porcentaje que representan lus fracciones

Prueha 1 Prueha 2
Peso, g (%) Azicares, g (%) Peso, g (%) Azicares, g (%)
Soldos iniciales (74.48 % humedad) 778.0 (100.0) 93.5(100) 590.0(100.0) 52.9 (100)
Sdlidos prensados (72.87 % humedad) 629.0 (80.8) 68.4(73.2) 221.0(37.5) 17.0 (32.1)
Jugo extraido 1490 (19.2) 251 (268) 369.0(62.9) 35.9 (67.9)
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Grafica 5. Tendencios de la produccién de etanol y el consumo de azécares respecto al tiempo

Grafica 6. Conceptualizacidn del proceso alterno: doble prensado con fermentacion ol estado
solido.  En color verde: reduccién del tallo a trozos, prensado a baja presion de los trozos,
fermentador al estado sdlido y prensado de los trozos fermentados. En color pardo: inéeulo de
levadura. En color corinto: fermentacion parcial del jugo prensado, adicién del jugo en fermentacion
al reactor al estado sélido. En color rojo: agotador de etanol de los sdlidos prensados por inyeccién
de vapor. En color azul: sistema de destilacion.

En la primera prueba de fermentacion el contenido de etanol
en el jugo prensado al final de la fermentacidn, es decir, después
de 48 h, fue de 8.90 g/100 mL y el contenido de azicares
totales de 6.35 g/100mL. Durante la fermentacién se consumié
el 78.44 % de los azicares disponibles en los trozos. El rendimiento
de etanol fue de 0.55 con respecto a los azicares consumidos.
A pesar de haber obtenido un contenido de etanol aceptable,
el consumo de azicares resulté relativamente bajo.

En la segunda prueba se adiciond el jugo extraido y fermentado
por aparte en forma parcial con el objetivo de aumentar el
consumo de azdcares. Ademds se cuantificaron los cambios del
etanol producido y de los azicares consumidos con respecto al
tiempo de fermentacién. Los dafos experimentales se encuentran
en la gréfica 5.

Se consumié el 84.69 % de los azicares contenidos inicialmente
en los sélidos. El rendimiento de etanol respecto a los azdcares
consumidos fue de 0.56.

Discusion
Los resultados obtenidos del contenido de azicar de los tallos
de las variedades de sorgo dulce y la humedad fueron similares

a datos obtenido en al afio 2009 en el mismo sitio (Rolz Asturias
et al, 2009).

Es bien conocido (Lingle et al. 2012) que los tallos del sorgo
dulce tienen en la maduracién mas azdcares reductores que la
cafia de azdcar, por lo que los datos de composicién mostrados
en el cuadro 1 fueron los esperados. Es comin, también,
encontrar diferencias entre variedades para la proporcién de
azdcares reductores de los tallos al madurar (Teetor et al 2011).
Por ejemplo, el contenido de sacarosa, expresado como un
porcentaje de los azlcares totales, se ha informado que oscila

entre 57 a 87, un intervalo amplio, y el de glucosa, que
predomina sobre la fructosa, varia entre 13 a 28 % (Curt et al.
1995; Amaducci et al. 2004; Sipos et al. 2009). Por alguna
razén que no puede explicarse la muestra de sorgo dulce de la
prueba 1 resulté con un contenido mayor de fructosa que el de
glucosa.

El balance de masa durante el prensado que se mostrd en el
cuadro 2 presenta el efecto significativo de la presién ejercida
por el equipo de prensado, El molino de tres rodillos de laboratorio
indiscutiblemente ejercié una presién por debajo de aquella
generada en la prensa Carver, que fue alrededor de 18 kg
fuerza por cm? El resultado fue que con la prensa
aproximadamente se aumenté tres veces mds la cantidad de
jugo y azlcares extraidos.

Agregar el jugo en fermentacién a los frozos prensados resultd
en un mayor consumo de los azdcares totales durante la
fermentacion al estado sélido en comparacién con agregar el
jugo inmediatamente luego de ser inoculado. Se consumieron
aproximadamente un 85 % de los mismos en 48 h de proceso.
Asi mismo, se logré una concentracién de etanol en el jugo
dentro del sélido de aproximadamente 10g por 100 mL, un
valor atractivo al considerar el costo de la concentracién del
etanol por destilacién corriente abajo en el proceso.

Las tendencias mostradas en la gréfica 5 fueron las esperadas:
a) una tasa de produccién de etanol y de consumo de azicar
mayor al inicio del proceso, podria decirse hasta las 20-24 h,
b) el consumo simultaneo de la sacarosa y la glucosa y ¢) un
menor consumo de la fructosa.

El valor del rendimiento de 0.56, calculado como el cociente
del etanol producido por la cantidad de azdcar consumida,
estuvo ligeramente arriba del valor teérico del metabolismo, el
cual es igual a 0.51. Sin duda lo anterior se debié a pérdidas
de material durante el prensado.
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La variante intfroducida en el proceso, la cual se denominaré
como la de un doble prensado con fermentacién intermedia al
estado sélido, resultéd funcional y mostré alta produccién de
etanol y consumo de los azicares iniciales. El concepto se
visualiza en la gréfica 6.

Sin embargo, surgen como consecuencia de la experimentacién,
las interrogantes siguientes:

* 2Qué tamafio de particula es el mds apropiado con el objeto
de reducir el iempo de fermentacién y aumentar el consumo
de azlcares?

* 2Cudl es el tiempo éptimo de la fermentacién del jugo
prensado?

¢ ¢Qué se hace con los sélidos prensados durante ese tiempo?
¢Podrian deshidratarse levemente con el propésito de aumentar
la concentracién de etanol al final de la fermentaciéne

Las preguntas anteriores tendrén que responderse continuando
con el desarrollo de la propuesta.

Conclusion

Se ha comprobado experimentalmente que la adicién de levadura
a trozos del tallo de sorgo dulce puede realizarse en forma
homogénea y répida por medio del jugo en fermentacién activa
obtenido previamente en un prensado a baja presién. En 48 h
de fermentacion al estado sélido en un recipiente estdtico se
produjo aproximadamente 10g por 100 mL de etanol dentro
de la matriz sélida del trozo. Se consumieron aproximadamente
85 % de los azdcares iniciales, y la levadura empleé en forma
simultdnea la sacarosa y la glucosa con un menor consumo de
la fructosa.
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