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SUMMARY

The investigation beginning from giving continuity
to the research strategy has been studied since pre-
vious investigation"?, about the pre-treatment of ba-
gasse towards the obtaining of products with high
added value. The main objective is to evaluate the
possibilities of using bagasse hydrolyzed liquor in the
formulation and fermentation of sugary substrates
mixtures to obtain ethanol. The enzymatic hydroly-
sis of the bagasse is performed, considering the best
conditions obtained®* and a simplex lattice mixtures
design with centroide for the mixtures of substrates,
final molasse, filter juice and bagasse hydrolyzate is
carried out. The statistical results are satisfactory,
and allow reaching an optimum region for mixtu-
res formulation. In conclusion, preliminary studies
of the use of bagasse hydrolyzed liquor provide a su-
gary substrate process, favoring a lower consumption
of molasse and water, and a reduction of molasse for
purchase in non-harvest time.

Key words: Mixtures; molasses; juice; hydrolyzate;
bagasse.

RESUMEN

El trabajo parte de dar continuidad, a la estrategia
investigativa que se viene estudiando desde trabajos
anteriores"?, acerca del pretratamiento del bagazo ha-
cia la obtencién de productos de alto valor agregado.
El objetivo fundamental es evaluar las posibilidades
de utilizacién del licor hidrolizado del bagazo en la

formulacién y fermentacién de mezclas de sustratos
azucarados hacia la obtencién de etanol. Se realiza
la hidroélisis enzimadtica del bagazo, considerando las
mejores condiciones obtenidas®*, y se realiza un dise-
no de mezclas enrejado simplex con Centroide para
las mezclas de sustratos, miel final, jugo de los filtro e
hidrolizado de bagazo. Los resultados estadisticos son
satisfactorios, y permiten llegar a una regién éptima
para la formulacién de las mezclas. Como conclusién,
se obtiene que los estudios preliminares de utiliza-
cién del licor hidrolizado de bagazo brinda un sus-
trato azucarado al proceso, favoreciendo en un menor
consumo de miel y agua, y una reduccién de miel por
concepto de compra en tiempo fuera de cosecha.

Palabras claves: Mezclas; miel; jugo; hidrolizado;
bagazo.

RESUM

El treball parteix de donar continuitat a l'estrategia
investigadora que s’ha estudiat en treballs anteriors'?,
sobre el pretractament del bagas cap a l'obtencié de
productes d’alt valor afegit. Lobjectiu fonamental és
avaluar les possibilitats d’utilitzacié del licor hidrolit-
zat del bagas en la formulaci6 i fermentacié de mes-
cles de substrats ensucrats cap a l'obtencié d’etanol.
Es realitza la hidrolisi enzimatica del bagas, conside-
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rant les millors condicions obtingudes®* i es realitza
un disseny de mescles enreixat simplex amb Baricen-
tre per a les barreges de substrats, mel final, suc dels
filtres i hidrolitzat de bagas. Els resultats estadistics
son satisfactoris, i permeten arribar a una regié opti-
ma per a la formulacié de les mescles. Com a conclu-
si6, s'obté que els estudis preliminars d’utilitzacié del
licor hidrolitzat de bagas brindan un substrat ensu-
crat al procés, afavorint en un menor consum de mel
iaigua, i una reduccié de mel per concepte de compra
en temps fora de collita.

Paraules clau: Mescles; mel; suc; hidrolitzat; bagas.

INTRODUCCION

Como es conocido, el bagazo es un subproducto con
elevadas potencialidades de desarrollo dado los vold-
menes que se obtienen y a la composicién de celulosa,
hemicelulosa, lignina y otros componentes que gene-
ran productos de alto valor agregado®**1°. Sus usos
van destinados principalmente hacia la generacién
de energia térmica y eléctrica, y como materia prima
para la produccién de tableros, alimento animal, fur-
fural, y mas reciente hacia la produccién de etanol de
segunda generacion.

Por otra parte, el pretratamiento del bagazo permite
el fraccionamiento de la biomasa en sus componentes
principales (celulosa, hemicelulosa y lignina), la re-
duccioén de la cristalinidad de la celulosa y el aumento
del drea superficial accesible®”.

Como se ha venido estudiando en trabajos anterio-
res'™, y en consecuencia con la estrategia investigativa
de los pretratamientos del bagazo, segiin el esquema
de la figura 1, en la etapa de hidroélisis del bagazo para
la obtencién de xilosa y furfural, los resultados se han
visto favorecidos a la utilizacién del sélido pretratado
y el sélido residual de la hidrélisis enzimética en la
obtencién de tableros de fibras, quedando por anali-
zar la utilizacién del licor hidrolizado de la hidrolisis
enzimatica.
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Condiciones

La btsqueda de nuevas formulaciones para la fer-
mentacién de etanol ha sido pertinente desde hace
afos, de ah{ que se han obtenido resultados favorables
en las formulaciones de mezclas de miel, jugo de los
filtros y vinaza en la obtencién de etanol'. Precisa-
mente, motivado por lo novedoso del tema en estudio,
uno de los posibles usos del licor hidrolizado, puede
ser en la formulacion de mezclas azucaradas para la
obtencién de etanol, de ahi que explorar las posibi-
lidades de estas formulaciones brindard, un sustrato
azucarado al proceso, lo cual favorecerd en un menor
consumo de miel y agua, y una reduccién de miel por
concepto de compra en tiempo de no zafra.

MATERIALES Y METODOS

Preparacion de la hidrolisis enzimética

Segtn estudios anteriores!, se obtuvo un sélido
residual pretratado con buenos resultados de diges-
tibilidad, siguiendo la propuesta de reconversién en
la etapa de hidrdlisis dcida del bagazo, tal y como se
observa en la tabla 1, obteniendo mayor por ciento de
celulosa y menor por ciento de ceniza.

Tabla 1 Comparacion de los sélidos residuales con la
modificacién en la tecnologia y la tradicional.

fndice % (m/m) % (m/m)
tecnologia instalada propuesta modificacion
Humedad 55-60 55
Xilano residual 2,0 2,51
Celulosa 6,2 33,47
Lignina 30-34 17,9
Cenizas 9 2,5

A partir del mejor punto experimental obtenido de
la hidrolisis dcida del bagazo producto de la reconver-
sién’, se procede a la etapa de hidrdlisis enzimadtica del
solido pretratado.

La hidrolisis enzimética se realizé en un reactor de
6 L, considerando las mejores condiciones obtenidas

| : Licor

ey ey s |
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Figura 1. Esquema general de las etapas de pretratamiento del bagazo’.
Precisamente, el trabajo en aras de continuar con el estudio de los productos obtenidos en el pretratamiento del bagazo,
tiene como objetivo evaluar las posibilidades de utilizacion del licor hidrolizado del bagazo en la formulacion de mezclas
de sustratos azucarados para la fermentacion y obtencion de etanol.
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a nivel de laboratorio en la etapa de hidrdlisis enzima-
tica®*, las cuales son:

+ solucién buffer de 4cido acético y acetato de so-

dio de pH= 4,8.

+ enzima celulasa con una actividad enzimatica

de 64,3 UPF (unidades de papel de filtro).

+ 30 UPF/gy 2,5% de adicién de tensoactivo co-

mercial.

Se prepara para una muestra de 600 g de sélido pre-
tratado con un 10 % de sélido, bajo un sistema de
agitacion de 175 rpm, durante 24 horas. Se utiliza para
la evaluacién del método balanza analitica Denver, es-
tufa Biender, una centrifuga Eppendorf5417R a 15000
rpm, y un HPLC LY9100 con las siguientes especifica-
ciones de trabajo: detector, IR; columna, CARBOSep
CHO-682; volumen de inyeccién, 20uL; fase mévil,
agua; flujo, 0.4 ml/min; presién, 350 psi; temperatura
del horno, 800C; tiempo de corrida, 30 min. Se reali-
zan tres réplicas al experimento.

Tabla 2. Resultados obtenidos de la hidrdlisis enzimdtica

Exptos Conv Cgluc (g/L) Rend
gluc/celi ggluc/gbagi

1 0,35 12,66 15,02

2 0,30 12,76 15,30

3 0,32 12,05 14,86

4 0,34 12,49 15,06

Leyenda: Conv gluc/celi: conversién de glucosa/celulosa
inicial; Cgluc: concentracion de glucosa en g/L; Rend
ggluc/gbagi: rendimiento de gramos de glucosa/gramos de
bagazo inicial.

En la tabla 2, se muestran los resultados obtenidos
de las hidrolisis enzimdtica, en cuanto a la conversiéon
de glucosa por celulosa de inicial, la concentracién de
glucosa final en la solucién, asi como el rendimiento
en gramos de glucosa por bagazo inicial de la muestra
pretratada.

Como resultado se obtiene una concentracioén pro-
medio de glucosa en el hidrolizado de 12,49 g/L, y un
rendimiento de glucosa de 15,06 g de glucosa/100g de
bagazo inicial en el orden de lo obtenido® (13,68 g/L
y rendimiento de glucosa de 16,48 %) para una etapa
de pretratamiento acida y posterior hidrdlisis enzima-
tica.

Diseiio de experimentos de las mezclas de sustra-
tos azucarados

Para las fermentaciones alcohdlicas a nivel de labo-
ratorio, a partir de las diferentes mezclas de sustra-
tos azucarados se fijaron las mismas condiciones de
trabajo de una planta de etanol, partiendo del prefer-
mento preparado en la fabrica. Las condiciones del
in6culo obtenidas por el laboratorio de anélisis, en el
momento del estudio fueron de:

+  Concentracién=7,83 “Bx

o  Temperatura=34 °C

. pH= 4,5

«  Conteo celular: 288x10° células/mL

«  Gemacion: 20 %; Viabilidad: 99 %

+  Levadura: Saccharomyces cerevisiae

Se prepararon fermentaciones de 50 ml cada una,
con un 10 % de in6culo y tres réplicas para cada pun-
to de mezcla, para un tiempo de fermentacién de 24
horas.

Los nutrientes anadidos fueron: urea: 3 g/L; sulfato
de amonio: 3 g/L y fosfato de amonio: 3 g/L.

Los sustratos azucarados utilizados fueron: miel fi-
nal (MIEL), jugo de los filtros (JF) e hidrolizado de
bagazo (HID). Las condiciones experimentales to-
madas en el momento del estudio para cada sustrato
azucarado se muestran en la tabla 3.

Tabla 3 Condiciones experimentales de cada sustrato

azucarado.
Caracteristicas/Muestras MIEL JE HID
“Bx 81,20 13 5
Densidad (g/mL) 1,497 1,064:32 1,01795
pH 5,2 57 4,8
ART(g/L) 640,96 11,0 12,49

Para la preparacién de las mezclas se fijaron las con-
diciones finales para una concentracién de 120 g/L.
(16°Bx, equivalente).

Para cada punto del diseno se determinaron los ba-
lances de masa para la adicién de los sustratos azuca-
rados con el objetivo de ahorrar miel y agua. El primer
punto del disefio es con la mezcla tradicional de miel
y agua. En los puntos restantes se utiliza para la di-
lucién, el jugo de los filtros y el licor hidrolizado, asi
como se ajusta el balance para la reduccién de miel.
En el caso de los puntos de mezcla del licor hidroli-
zado de bagazo fue necesario la adicién de miel para
completar la base inicial de azticares requeridos en la
mezcla (HIDM).

Para el estudio de mezclas de sustratos azucarados
se realiza un disefio de mezclas enrejado simplex con
Centroide, con variable respuesta % alcohdlico (ALC)
alcohol en volumen por 100. La determinacién de la
concentracién de etanol g/L se realiz6 en una colum-
na de HPLC LY9100.

RESULTADOS Y DISCUSION

Para la evaluacion del disefio de experimentos de
mezclas se utiliza el Statgraphics 4.1. A continua-
cién, en la tabla 4 se muestran los resultados. Como
se puede observar, para todos los puntos de mezclas
se obtienen resultados de por cientos alcohdlicos, en
el orden de los obtenidos para fermentaciones (4-6,5
% alcohdlico)!?1314,
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Tabla 4 Resultados del diserio de mezclas de sustratos

azucarados.
MIEL JE HIDM %ALC
Puntos X, X, X, C(g/L) Y,
1 1 0 0 42,74 5,38
2 0 1 0 35,28 4,39
3 0 0 1 34,36 4,31
4 0,5 0,5 0 37,66 4,68
5 0,5 0 0,5 38,19 4,78
6 0 0,5 0,5 40,08 5,06
7 0,33 0,33 0,33 42,04 5,29

A continuacién en la tabla 5, se muestran los mo-
delos de ajuste que describen el comportamiento y la
influencia de la variable dependiente % Alc (Y1) con
las variables de mezclas de los diferentes sustratos. Se
obtienen mejores ajustes para un modelo cubico espe-
cial, para un R* de 99,90 %, un R*ajustado de 99,83 %,
un error estandar estadistico en el orden de 0,0163 y
un Durbin Watson estadistico de 1,913. El modelo de
ajuste es el siguiente:

Y1=5,35333"X1+4,36*X2+4,30667°X3-
0,813333*X1*X2-0,306667*X1*X3+ 2,82667*X2*X3 +
10,7202"X1*X2°X3

Tabla 5. Resultados del Modelo Completo

Modelo ES R-Cuadrada R-Cuadrada Ajd.
Lineal 0,34856 37,84 22,30
Cuadriético 0,15023 90,62 85,57
Cdbico Especial ~ 0,0163299 99,90 99,83

Partiendo del modelo cubico especial, se procede a
la optimizacién del modelo, maximizando la variable
de salida Y1. En la figura 1 se observan los diferentes
contornos que realiza el software hasta llegar a la re-
gién del éptimo, identificando como el punto éptimo
del disefio de mezcla, el cual responde a la mezcla de
los tres componentes, con las siguientes composicio-
nes: X : 0,299, X,: 0,342 y X.: 0,358, para un %alcohd-
lico de 5,26. Es importante aclarar, que para los efec-
tos reales, la regién del 6ptimo es considerada como
la regién de trabajo para una primera aproximacién
de los resultados obtenidos con estas formulaciones.

Enlafigura 2y 3 se muestra, la superficie de respues-
ta estimada, asf como los contornos de la superficie de
respuesta, respectivamente. En la préctica industrial
se trabaja en la region cercana al 6ptimo. Las mezclas
dependerdn de los balances de masa y de las varia-
ciones de las concentraciones de los sustratos y los
inéculos.

La utilizacién de las mezclas de diferentes sustratos
favorece el proceso de fermentacion, si se tiene en
cuenta que se aprovechan los jugos de los filtros y el li-
cor hidrolizado para la dilucién de las mieles, ademas
de aportar aztcares a la mezcla a fermentar. Al reali-
zar los balances de masa en cada punto experimental,
se obtiene el por ciento que representa en ahorro en
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Figura 1. Contornos del dptimo de la mezcla.
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Figura 3. Contornos de la superficie de respuesta estima-
da

miel y en agua para cada punto con respecto al punto
origen de miel + agua, tal y como se representa en
la tabla 6, lo cual resulta interesante al lograr dismi-
nuciones de estas materias primas que inciden en los
costos de produccion del proceso.



Tabla 6 Por ciento que representan en ahorro de miel y

agua.
%Ahorro %Ahorro

No. Puntos Miel H,0

1 MIEL

2 JE 100 100

3 HIDM 26,74 92,19

4 MIEL+JF 77,68 78,91

5 JE+HIDM 26,74 92,19

6 MIEL+HIDM 50,00 49,30

7 MIEL+HIDM+JF 67,00 22,73

El estudio preliminar de estas mezclas de sustratos
resulta novedoso para la utilizacién del licor hidroli-
zado obtenido del fraccionamiento e hidrdlisis enzi-
mdtica del bagazo. Es importante sefialar, que el pun-
to éptimo obtenido solo debe considerarse para una
aproximacion en el estudio hacia la region del éptimo
y una valoracién de las posibilidades y potencialidades
de mezclas de estos sustratos.

CONCLUSIONES

De los estudios preliminares de utilizacién del licor
hidrolizado de bagazo en la fermentacién de mezclas
de sustratos azucarados, con, mieles y jugos de los fil-
tros, se obtienen resultados satisfactorios. La incor-
poracién del licor hidrolizado brindard un sustrato
azucarado al proceso, lo cual favorecerd en un me-
nor consumo de miel y agua, y una reduccién de miel
por concepto de compra en tiempo de no zafra. Las
condiciones de estas mezclas deberdn analizarse de
manera independiente y dependerdn, no solo de los
resultados tecnolégicos, sino también del andlisis de
factibilidad econdémica y su aplicacién en cada insta-
lacién industrial.
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