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“Produccion de hidrégeno, metano y etanol por fermentacion bajo el esquema de
biorrefineria.”
“Production of hydrogen, methane and ethanol by fermentation under the scheme of

biorefinery.”
Albo Josué Hernandez, Mahaleth Sarai de Araro Garcia, Daniela Zufiga.

El uso indiscriminado de los combustibles fésiles ha traido consigo una serie de problemas a todo
el planeta, tales como contaminacion, crisis econémicas e incluso guerras, ya que son considerados
como el motor del mundo actual, pues cerca del 80% de la demanda mundial de energia se cubre a
partir de estos. A partir de ello ha surgido un interés creciente en la busqueda de fuentes alternas de
energia, entre ellas la produccién de hidrégeno, metano y etanol usando materias primas no
alimenticias, destacandose los rastrojos de cereales. De acuerdo a lo expuesto, se ha planteado
como objetivo producir hidrégeno, metano y etanol por fermentacion de paja de sorgo bajo el
esquema de biorrefineria, para esto se determinaron las mejores condiciones en una hidrdlisis acida
con la ayuda de un disefio factorial completo 23, teniendo como finalidad obtener la cantidad
necesaria de azucares reductores, que son destinados a un prototipo capaz de generar dichos
biocombustibles. Las mejores productividades de hidrogeno, metano y etanol respectivamente fueron
de 2.08 cm®/Ld, 1.39 cm®/Ld y 6.4245 g/Lh., lo que indica que el proceso de biorrefineria es una
novedosa alternativa para la produccion de energia.

Palabras clave: Hidrégeno, metano, etanol, fermentacion, biorrefineria

The indiscriminate use of fossil fuels has led to a number of problems around the globe, such as
pollution, economic crises and even wars , as they are considered as the engine of the world,
because about 80 % of global demand covered power from these . From this has emerged a growing
interest in finding alternative sources of energy , including the production of hydrogen , methane and
ethanol using non-food raw materials , especially the cereal stubble . According to the above, it has
set targets to produce hydrogen, methane and ethanol by fermentation of sorghum straw biorefinery
under the scheme for this identified best acid hydrolysis conditions with the help of a full factorial

design 23 having the purpose to obtain the necessary amount of reducing sugars which are destined
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for a prototype capable of generating these biofuels. The best productivities of hydrogen, methane
and ethanol respectively were 2.08 cm®/Ld, 1.39 cm®/Ld and 6.4295 g/Lh., Indicating that the process
is a novel biorefinery alternative for energy production.

Keywords: hydrogen, methane, ethanol, fermentation, biorefinery

El ritmo de la utilizacion de combustibles fosiles en nuestras sociedades modernas es claramente
insostenible debido a su escasez, a la inestabilidad de los precios y los impactos ambientales
adversos, surgen como alternativa energética los biocombustibles pues ademés de ser una posible
solucion al problema energético se visiona como una alternativa mundial para la reutilizacion de
desechos organicos
. En la actualidad, la produccion de combustibles de segunda generacion es prioridad debido a los
problemas medioambientales que generan los combustibles fésiles. Por esto se precisa el maximizar
el potencial de uso de los subproductos agricolas para la obtencion de biocombustibles, y asi
también evitar el empleo de cultivos destinados a la alimentacion como el trigo, la cafia de azucar y
el maiz. Sin embargo son muchos los limitantes que se han presentado en torno a la obtencion de
biocombustibles a partir de este tipo de materiales de desecho agricolas debido a su estructura de
compleja degradacion, aun asi es posible desdoblar los azlcares polisacaridos mediante una
hidrolisis acida o enzimética, para después ser fermentados.

Es importante mencionar que la mayoria de los procesos de produccién de biocombustibles se
llevan a cabo bajo la perspectiva de obtener un solo producto, por lo que surge la necesidad de
desarrollar e implementar una tecnologia versatil que permita la obtencién de diferentes productos
como el hidrégeno, metano y etanol que se pueden producir a partir de la misma materia prima; por
lo tanto el objetivo de este trabajo sera mostrar el enfoque de la biorrefineria aplicado a la produccién

de hidrégeno, metano y etanol por fermentacion de la paja de sorgo.

Tipo de estudio y disefio general
El tipo de estudio efectuado es de investigacion aplicada o tecnolédgica con aplicacion inmediata
para la solucién de un problema de orden energético y ambiental. Para lo cual se manej6 el
siguiente disefio general de estudio, considerando los siguientes procesos:
a) Reduccion del tamafio de la materia prima.
b) Reduccion del tamafio de particula de la paja de sorgo mediante una hidrdlisis

acida.

-



C) Fermentar la paja hidrolizada con un inoculo de excreta bovina para producir
hidrégeno.
d) Usar la paja de sorgo sin hidrolizar e inocular con excreta bobina para fermentar y

producir hidrégeno.

e) Utilizar la biomasa generada en el proceso c para fermentarla y producir metano.

f) Usar paja sin hidrolizar e inocular con excreta bobina para fermentar y producir
metano.

0) Inocular con excreta bobina parte de la paja hidrolizada para fermentar y producir
etanol.

h) Inocular con excreta bobina parte de la paja sin hidrolizar para fermentar y producir
etanol.

i) Aplicar a la paja hidrolizada un in6culo de Saccharomyces cereviseae para

producir etanol.
)] Usar la fase liquida de la paja hidrolizada e inocular con Saccharomyces
cereviseae para fermentar y producir etanol.
Para el proceso de hidrélisis acida de la paja de sorgo se manejé un disefio factorial completo 23
con tres replicas, tomando en cuenta los parametros controles tiempo 40min, H,SO4 al 5% vy

temperatura a 4% (Ver tabla 1):

Tabla 1. Disefio factorial de la hidrélisis acida

OrdenEst| OrdenCorrida | PtCentral | Bloques | Temperatura °C | Tiempo minutos | Concentracion %H2 504

4 1 1 1 122 &0 3
7 2 1 1 "7 50 5
3 3 1 1 117 &0 3
5 4 1 1 "7 30 5
2 5 1 1 122 30 3
B 6 1 1 122 30 5
1 7 1 1 M7 30 3
8 8 1 1 122 50 5

Universo de estudios, seleccién y tamafio de muestra

El universo de estudio es la paja de sorgo y las excretas de ganado bovino, existentes en el
estado de Guanajuato.

Segun la SAGARPA (2011) en el estado de Guanajuato al afio hay 201,539 hectareas
cosechadas con sorgo de grano de las cuales el 29% de ellas son cosecha siniestrada (59,276.19
Hectareas) obteniendo por hectarea de siniestrada de 1.9575 Ton/Ha, habiendo una produccion al
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afo de 116, 033.41 Ton de siniestros, aprovechando que estos residuos en su mayoria son
guemados seran usados como materia prima en la generacion de energia alterna.

Asi mismo la SAGARPA (SIAP, 2011) reporta para el estado de Guanajuato un inventario de
681,493 cabezas de ganado bovino, los cuales generan 2720 kg. Estiércol /dia, lo que representara
el inoculo a usar en la fermentacion..

% Seleccion y toma de muestra de inéculo

Para la obtencion de la materia prima y el inoculo, se sigui6 el método de muestreo propuesto por
ICA en el libro “Analisis de suelos, plantas y aguas para riego” (Fonseca Santanilla E.B,et al., 2006)
el cual basicamente consistio en tomar muestras en los 4 extremos y en el centro de una zona de
cultivo delimitado de 100 m? y se conservan en frascos de cierre hermético, recolectandose 3 kg de
paja y 500g de excreta . El in6culo lo obtuvimos de un criadero de bovinos localizados en el
municipio de Mexicanos ubicado entre Villagran y Salamanca Gto. Para las fermentaciones de
hidrogeno y metano se usaron 60 gr y para las de etanol 40 gr de paja de sorgo grano,
posteriormente es hidrolizada y fermentada, e inoculada con 175 gramos de excreta por cada 500
gramos de medio preparado (Esto es parte sélida y liquida del hidrolizado)..

Procedimientos para larecoleccion de informacién, instrumentos a utilizar y métodos para el
control y calidad de los datos.
« Pre tratamiento de la materia prima:

La materia prima se sometié a una trituracion manual, en la cual primero se trozo a un tamafo
aproximado de 10 cm, luego de esto se sometié a una molienda mecanica con una licuadora marca
OSTER CLASSIC a una velocidad alta durante 2 minutos y finalmente se tamizo con una malla 140 y
100 y se guardaran en envases en donde guardaran la misma humedad.

X2 Hidrdlisis quimica de la paja de sorgo

Se lleva a cabo una hidrdlisis acida con la paja de sorgo molida usando una relacién 1:10 (Pintau
Loeza 2006) (paja de sorgo molido / H,SO,4 al 5%), a una temperatura de 117° C durante 30 min. en
una olla de presién marca PRESTO Steele.
<> Fermentacion para produccion de hidrégeno y metano

Se llevaron a cabo 2 procesos para la produccion de hidrogeno, el primero se hizo con paja de
sorgo sin hidrolizar y el segundo proceso se hizo con paja de sorgo hidrolizada ambos inoculados
con excreta bobina

Para la produccion de metano se llevaron a cabo dos procesos, el primero se hizo con paja de
sorgo sin hidrolizar e inoculada con excreta bobina, y el segundo se hizo con los subproductos

generados en la fermentacion hidrogenogénica con paja de sorgo hidrolizada.
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En los procesos que se inoculan con excreta bobina se usa una relacién por cada 32 gr de
sustrato se utiliza 8 gr de inoculo de acuerdo a Poggi- Varaldo et al. S.f, se procede a evaluar los
azucares reductores con el fin de conocer la cantidad de azUlcares iniciales disponibles para después
ajustarlos a 15 g/L, posteriormente se ajusta el pH (Fermentacion hidrogenogénica a 6.65 y
metanogénica 7.5) y finalmente se ajusta del 10-15% en peso, la materia organica. Ya ajustadas las
condiciones se inici6 con la fermentacion llevandola a un sistema de anaerobiosis con una
temperatura de 35°C + 2 y con el paso de los dias de fermentacion se registré la variacion del
volumen que se presento en el gasémetro, para con ello saber la cantidad de gas generado. Una vez
terminado el proceso para fermentar y producir hidrégeno, se utilizaron los subproductos generados
para la produccion de metano Unicamente se hace cambio de pH a 7.5 y se evaluan las condiciones
iniciales.

X Fermentacion para produccion de etanol

Se llevaron a cabo 4 procesos para la produccion de etanol, el primer proceso se hizo con paja de
sorgo sin hidrolizar e inoculada con excreta bobina, el segundo proceso se hizo con la paja de sorgo
hidrolizada e inoculada con excreta bobina, el tercer experimento se hizo con la paja de sorgo
hidrolizada usando como indculo una cepa pura de Saccharomyces cereviseae y por ultimo se utilizo
la parte liqguida de la paja hidrolizada usando como inéculo Saccharomyces cereviseae. Los 4
procesos se ajustaron a un pH de 4.5, y luego se le agregaron las siguientes sales con una
concentracion por 1 litro (Monsalve John F.et al. 2006); O.75g KH,PO,4, 0.71g Mg,SO,4 x 7H,0,
0.01g FeSOy4, 1g NaCly 2g de (NH4)SO, .

Una vez agregadas las sales se procedid a evaluar los Azucares Reductores (AR) para saber la
concentracion con la cual se inicié la fermentacion, por ultimo se indculo; en el caso de la levadura
(Saccharomyces cereviseae) para su conteo y tiraje se utilizd la cAmara de Neubauer y para
inocular con excreta se uso la relacién del 25% peso (Poggi- Varaldo et .al Sf); Manteniéndolos asi a
una temperatura de 32 a 35°C.

Las evaluaciones se hicieron cada 4 horas y en cada evaluacién se ajusté el pH a 4.5 o
aproximadamente. El propdsito de estos 4 procesos fue conocer el experimento viable con un gasto
energético menor y una mayor productividad de etanol en menor tiempo.

Para la evaluacion de cada uno de los factores antes mencionados se llevaron a cabo las siguientes

técnicas:

. Determinacion de azucares por el método DNS (Manual de practicas de
biotecnologia del I.P.N. ,2009)




e Reduccién de bidxido de carbono producido en la etapa hidrogenogénicay = metanogénica con
trampa NaOH 1N: (Orosco D.F., 1989)
e Reduccion de acido sulfhidrico producido en la etapa metanogénica por uso de una solucion de
yodo decinormal (Orosco D.F., 1989)
e Meétodo para calcular la cantidad producida de hidrégeno y metano por desplazamiento de
liquidos tomado del disefio de M. Menna, et al.- 2007 siendo este adaptado
e Meétodo de Warder para afirmar y cuantificar CO, en la trampa de NaOH (Orozco D.F., 1989)
e Determinacién de sdlidos totales se manejo la horma oficial mexicana NMX-AA-034-8CFI-2001
e Método lodo métrico para la cuantificacion de sulfuros NMX-AA-084-1982
e Determinacién del pH por medio de un potenciometro marca HANNA instruments

e Determinacion de etanol por el método de Bicromato de potasio. (Vela Arévalo et al. S.f.)

3.
Método y modelos de andlisis de los datos segun tipo de variables
Se manej6 para el proceso de hidrdlisis acida de la paja de sorgo un disefio factorial completo de
23 con tres replicas.
Para el analisis de los datos obtenidos se manejara una correlacion y regresion lineal a un nivel
de significancia del 95%. Los datos obtenidos se tabularan y graficaran.
Programas a utilizar para andlisis de datos:

Software estadistico Minitab 16.

De acuerdo al disefio factorial se encontré que el experimento 7 con las condiciones 117°C / 5%
H,SO,/ 50 minutos obtuvo la mayor cantidad de AzlUcares Reductores (AR) equivalentes a 38.81
g/L, sin embargo el objetivo del disefio factorial fue encontrar una concentracion cercana a la del
control y optimizar su proceso en cuanto menor gasto energético y en menor tiempo de hidrélisis
siendo que el experimento 1 cumple con estas caracteristicas y con las condiciones 117°C / 5%
H,SO,4 / 30 min teniendo una concentracion de 33.68 g/L AR, con una minima diferencia de 0.79 g/L
del experimento control (Tabla 2 )

Tabla 2. Resultados de la hidrolisis de acuerdo al disefio factorial.

ExperimentgTemperaturgConc. H;50,| Tiempo Conc. de ARen g/l
Control 1219C 4% 40 minutos 34.81g/L
1 117°C 5% 30 minutos 33.68g/L
2 1229C 3% 30 minutos 32.38g/L
3 122°C 5% 30 minutos 34.60' g/L
4 117°C 3% 30 minutos 28.65g/L
5 1229C 5% 50 minutos 33.78 g/L
6 1229C 3% 50 minutos 34.44 g/l
7 1172C 5% 50 minutos 38.81g/L
8 117°C 3% 50 minutos 33.61g/L
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Para la produccion de hidrégeno y metano consideramos un prototipo que cuantifica la produccion

de dichos gases (Figura 1). Este prototipo fue adaptado de Menna M. et al (2007)

Figura 1. Prototipo para cuantificar y producir metano e hidrégeno por fermentacion.

En nuestro esquema de Biorrefineria para producir hidrogeno, experimentamos hasta el
momento dos procesos, observando que la mejor productividad con un valor de 2.08 cm®/Lh, se

presento en la fermentacion de paja de sorgo hidrolizada con excreta bobina (Ver tabla 3)

Tabla 3. Productividad de los procesos fermentativos para producir hidrégeno
Fermentacion de paja de sorgo | Fermentacién de paja de sorgo sin
Hidrolizada con excreta bobina hidrolizar con excreta bobina.
Hidrégeno 2.08 cm’/Ld 1.84 cm®/L/d

En el comportamiento que presenta este proceso podemos observar que las variaciones de
Solidos Totales (ST) al iniciar la fermentacion disminuyeron al igual que el pH y los AR, sin embargo
en los siguientes 3 dias los AR aumentaron probablemente debido a una hidrélisis enzimatica,
causando una adaptacién de los microorganismos; por lo tanto la relacion mas importante de ST,
AR,y pH es durante el 6° - 9™ dia debido a que se presentd una variacion de volumen en el
gasometro en los cuales el pH decae junto con los AR y los ST aumentaron, después del 9" dia se

observa que los demas pardmetros se mantienen sin ningn cambio significativo. (Ver grafica 1)
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Grafica 1. Resultados de la fermentacién de la paja hidrolizada con excreta bobina para producir hidrégeno
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En la gréfica siguiente interpretar A como el tubo donde es acumulado el H, producido y B como el
tubo donde el agua se desplaza a causa de la acumulaciéon de H, dentro del gasometro, la diferencia
del volumen entre estos dos, es la produccién de H, siendo que 1 cm de diferencia entre estos dos
es igual a 5 cm® en volumen de gas.

Los dias de 6" al 9" fueron los mas significativos habiendo una mayor acumulacién de hidrégeno,

con una diferencia de 1.4 cmy 1 cm que es equivalente a 7 cm®y 5 cm®de hidrégeno. (Ver gréfica 2)
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Gréafica 2. Resultados de la variacién de volumen durante la fermentaciéon para producir hidréaeno

En relacion a la produccion de metano, experimentamos hasta el momento con dos procesos,
observando que la mejor productividad tiene un valor de 1.39 cm®/L.h, el cual se presenté en la

fermentacién de paja de sorgo sin hidrolizar con excreta bobina (ver tabla 4)

Tabla 4. Productividad de los procesos fermentativos para producir metano

Fermentacion usando los subproductos | Fermentacion de paja de sorgo sin
generados en la etapa hidrogenogénica | hidrolizar con excreta bobina.

0.00 cm®/Ld 1.39 cm®/L/d

Metano

Para el proceso que se utilizé paja de sorgo sin hidrolizar para fermentar y producir metano se
obtuvo que los AR disminuyeron en los primeros cuatro dias al igual que el pH, sin embargo la
cantidad de ST aumenta en los dias mencionados y la generacion de CO, es significativa hasta el
décimo dia. Después del quinto dia el pH se encuentra en un rango de 5 a 6, por lo que no hay una

gran variacién en él. (Ver grafica 3)
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Gréfica 3. Resultados de la fermentacién de la paja sin hidrolizar con excreta bobina para producir metano
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Gréfica 4. Variacion del volumen durante la fermentacién con paja de sorgo sin hidrolizar para producir Metano.

La mayor produccion de metano, se encuentra al dia 5% dia con una diferencia de 2.5cm lo que
equivale a un rendimiento de 12.5 cm® de Metano, después de estos dias la variacion del volumen

disminuyo y se mantuvo a 5 cm® de Metano. (Ver grafica 4)

En nuestro esquema de biorrefineria para producir etanol, experimentamos cuatro procesos
observando que la mejor productividad con un valor de 6.4295 g//L/h se presenté cuando

fermentamos hidrolizado puro (liqguido) de paja de sorgo y Saccharomyces cereviseae. (Ver tabla 5)

Tabla 5. Productividad de los procesos fermentativos para producir etanol

Fermentacion Fermentacion de | Fermentacion de | Fermentacion
de paja de|paja de sorgo| paja de sorgo | de  hidrolizado

sorgo sin | hidrolizada con | hidrolizada con | puro de paja de
hidrolizar ~ con | excreta bobina Saccharomyces s0rgo ¥
excreta bobina cereviseae Saccharomyces
cereviseae
Productividad 0.0625 g/Lh 0.5570 g/Lh 4.0225 g/Lh 6.4295 g/Lh

(g/Lh) de
Etanol




De acuerdo al comportamiento que presento este proceso pudimos observar que en las primeras 4
horas se obtuvo un rendimiento de 25.7183 g/L, con una productividad de 6.42 g/L.h, ademas la
levadura presentd un crecimiento durante la maxima produccion de alcohol para después no
presentar crecimiento significativo. Esto seguramente porque cuando los materiales lignocelulosicos
se someten a condiciones severas durante el pre tratamiento (alta temperatura, alta presion,
ambiente &cido, etc.) puede darse cierta degradacion de la lignina y de los azucares, ya sean
hemicelulosicos o celuldsicos, generandose productos toxicos potencialmente inhibidores para las
levaduras en la etapa de fermentacion. La Saccharomyces cereviseae presenta una gran limitacion
cuando se quiere utilizar en la fermentacion de los azlcares hemiceluldsicos ya que no es capaz de
fermentar pentosas, como la xilosa, que también estan presentes en los materiales lignocelulosicos,
por eso podemos observar que después de obtener el maximo rendimiento de etanol, los azucares

reductores practicamente permanecen constantes.(Ver gréfica 5)
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Grafica 5. Fermentacion alcohdlica del hidrolizado puro de la paja de sorgo con Saccharomyces
cereviceae.

5. Conclusiones

De acuerdo a los resultados obtenidos para la produccion de biocombustibles bajo el esquema de
Biorrefineria se estan cumpliendo los objetivos de disefio y construccién de un prototipo para la
produccion de hidrégeno y metano, se determind las mejores condiciones para un pre tratamiento
mecanico por molienda de la paja de sorgo que consiste en una molienda durante 2 minutos y por

ultimo se realizé una tamizacion obteniendo un tamafo de particula inferior a 1 mm.




Se obtuvo las mejores condiciones de hidrélisis acida para obtener la mayor cantidad de AR cuyas
caracteristicas son 117°C/5% H,SO, / 30 min teniendo una concentracion de 33.68 g/L de AR. Para
la fermentacion alcohodlica la mejor productividad con un valor de 6.4295 g/Lh se present6 cuando
fermentamos hidrolizado puro de paja de sorgo y Saccharomyces cereviseae. En la fermentacion
hidrogenogénica la mejor productividad con un valor de 2.08 cm®Lh, se present6 en la
fermentacion de paja de sorgo hidrolizada con excreta bobina. Con la fermentacion de paja de sorgo
sin hidrolizar con excreta bobina para producir metano tenemos hasta el momento una productividad
de 1.39 cm?L/d. Los resultados obtenidos confirman que se cumplié nuestra hipétesis de
investigacion. De acuerdo a los resultados obtenidos hasta el momento se propone el siguiente

esquema Biorrefineria para producir hidrogeno, metano y etanol. (Ver figura 2)

Esquema de Biorrefineria para producir Biocombustibles.
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Figura 2. Produccién de biocombustibles por proceso de Biorrefineria

En planes a futuro tenemos planeado verificar el proceso de produccion de metano e hidrogeno mas
adecuado para nuestro esquema de Biorrefineria, asi como optimizar cada proceso de nuestro
esquema propuesto, aplicando un disefio factorial. Asi mismo a los resultados obtenidos de
productividad de cada proceso les realizaremos un analisis de ANOVA, tablas de medias de Tukey,

para un nivel de significancia del 95%.
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