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Pensamiento

“@ara realizar una investigacion son necesaria dos cosas: una de ellas
es persistencia infatigable; [a otra, habilidad para desechar algo en (o
que se ha invertido mucho sudor y muchas ideas.

Albert Einstein.
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Resumen

En el presente trabajo se realizé un estudio preliminar para la obtencién de jarabes a partir
de almiddénde sorgo, como respuestaa la necesidad de estudiar otras m aterias primas com o
sustratosde la produccién de etanol por via fermentativa. A partir del anélisis bibliografico
sobre el proceso de obtenciéon de alcohol y las materias primas utilizadas, se logran los
valores 6ptimos de los pardmetros para los jarabes prestando particular atenci6on a los
cereales y alos métodos de sacarificaciéon de los mismos.

En la realizacion de los experimentos se utilizo el sorgo CIAP 132-R elcual en su estudio
arrojaresultadossimilaresalalmidénde maizsiendoloso6ptimos parala etapa de licuefaccion
36.8 OBx, 53.8 OBx, para la etapa de sacarificacion y 51.6 ’B x para los jarabes.

Los estudiosde ferm entacidn arrojaron valoresadecuadosparalaobtenciénde etanolmediante

destilacion para lo cual se hace un disefio para un escalado a planta piloto, resultando un

alcohol de 60 "G L de grado técnico segun las normas cubanas.

Palabras claves: jarabes, licuefaccidon, sacarificacién, sorgo, alcohol.



A bstract

In this paper a preliminary study to obtain syrups are made from sorghum starch, in response
to the need to study other raw materials as substrates for the production of ethanol by
fermentation. From the literature review on the process of obtaining alcohol and the raw
m aterials used, the optimal values of the parameters syrups particular attention to cereal and
saccharification methods thereof are achieved. CIAP sorghum was used in conducting the
experiments 132-R which in its study shows similar results to corn starch being optimal for
the liquefaction stage 0BX 36.8, 53.8 0BX, for saccharification stage and 51.6 for 0BX syrups.
The fermentation studies yielded values appropriate for obtaining ethanol by distillation for
which a design is made for a pilot plant scale, resulting alcohol 60 or GL technical grade

according to Cuban standards.

Keywords: syrups, liquefaction, saccharification, sorghum , alcohol.



LRI T T I w 1

Capitulo 1: Revision B ibliografica. ..o e e e 3
T o N o o P 3
1.2.1 Origenes CUItIVO ¥ USOS @1 SO TG 0 .ttt ettt ettt e et e e e 4

1.2 M aterias primas para la produccion de alcohol etilico . .o.ouuuiiiiiii s 9
1.2.1 Cereales como sustratos en la produccion de alcohol. ... i 12

1.3 A M 00N 8 S 0 g 0 .ttt ittt ettt et ettt e e e e e e e e 13
1.3.1 Hidrolisis dcida de alm idoOn & SO g 0 . ottt ettt e et e e e eeas 14
1.3.2 Hidroélisis enzimatica de alm idoOn e SO Mg 0 . ...ttt et 15
1.3.3 M étodos actuales de alm idOn de SOT g0 . oottt e et 15

1.4 FermentacCion alCo N O liCa. oot e et 16
1.4.1 Mecanismos fisico - quimico de la fermentacidn alcohoélica. ........coooiiiiiiiiiiiiiiiiiinin. 17

L5 D S ti I T O N . ot e e e e e e e e 21
L5 L B AN O . o e e 23
1.5.1 U s0S A el Btan 0l oottt e s 25
CoN CIUSTON S P Al Cial e S oot et et e e e e 26
Capitulo T1: AnALisis eX P erim e ntal. ..o .ttt e e e e et 28
2.0 G N e alidad @S . oottt e e e e e e 28
2.2 Caracterizacion de la UEB G lUC0OSa Cien U B0 0 S . tuuuiniteiteet ettt ees 28
2.3 Variables y niveles utilizados en 10S @XPerim @ N0 S . ...ttt e 30
2.3.1 Desarrollo E X P erim @ ntal. e s 30
2.3.2 Técnica general seguida para el desarrollo de 10s eXpPerim entos. .ooviiiiniiiiienineannenann. 31
2.3.3 Mediciones realizadas a las muestras en todo el ProCeSO . .ouuiriin ittt 33

C oM CIUSIO N B8 P AT Cial e S, oottt et ettt e 40



Capitulo T11: AnAlisis de 108 FesUltad 0. oottt et ettt ettt ettt 41

P R C - - - T I T 41
3.2 ResUItados OB e N id 0. oottt 41
3.2.1 Comportamiento del brix en la etapa de licuefaccCion. ... 41
3.2.2 Comportamiento del equivalente de deXtrosa (ED ). ..ouiuiniiiitiiiii e 44

3.3 Resultados del comportamiento del Brix y los Equivalentes de Dextrosa. ....coovvvreninininunnnnen.. 45
3.4 Resultados de la ferm e ntacion . .o ettt e e e e 47
Tabla 3.5 Comportamiento de la ferm enta CiO N . oottt e e 47
3.5 Caracterizacion del alcoh ol 0B tenido. ..o e e e e e 48
3.5.1 Andlisis del alcohol pProduCto. oo e e e 49

3.6 Disefio de 1@ COlUM NMa. ..ttt e e e 49

C O N ClU SO N @S P arCial e s oottt et e ettt e e e e e e e e e e e e e 52
C oM CIUSION B8 G BN BT A S ottt ettt ettt ettt et e e e e e e e 53
R B C O M BN B C T 0 N B S . ottt ittt ettt ettt et et et e e e e e e e e e e e e e e 54
Roeferencias Dib 110 g raficCas . oo e ettt et e e e s 55

S 4= o 59



k¢,

Introduccion. 5””;“%“

e diprara b

Introduccion.

En las Gltimasdécadas, el etanol ha alcanzado notabledesarrollocomo fuente alternativade
energia, teniendo un cambio sensible a partir de 1973 debido al aumento subito de los
precios del petréleo causados por la crisis energética, los métodos atractivos de
fermentacion para su obtenciény las nuevas materiasprimasestudiadas para su produccién
con caracter renovable, donde contintGa siendo la m as atractiva la cafia de azlUcar.

Existe una tendencia a la busqueda de nuevas materias primas para la produccién de
etanol, que no sean las tradicionales a partir de jugos de la cafia de azUcar, de remolachay
de maiz;porelauge que estda alcanzando el mismo,no solo en los usos tradicionalespara la
produccién de bebidas, como disolvente organico y en las UGltimas décadas como
combustible ecolégico.

Actualmente la demanda de alcohol es superior a las posibilidades de suministro y la
m ateria prima tradicionalmente em pleada, la miel final de cafia, cada dia es m as cotizada
debido al incremento de las producciones biotecnolégicas. Resultado de vital importancia
es incrementarlosniveles de producci6én a fin de satisfacer dicha demanda. Un aumento de
la eficiencia global de produccién de etanol tanto técnica como econdmica solo puede
lograrse a través de las producciones integradas de aztUcar—-etanol o mediante la busqueda
de otras m ateriasprimaspara su producciéon como biomasas celuldsicas tales com o plantas
herbadceasy leflosas, residuos agricolasy forestales,otroscomo el sorgo, papa, trigo, frutas,
deshechos vegetales y una gran parte de los residuos municipales e industriales.

El sorgo es un cereal que contiene muchas propiedades beneficiosas. Se ha demostrado
nacional e internacionalmente, que su cultivo es econémicamente rentable, basado en su
bajo costo de produccién, dada sus caracteristicas de rusticidad, resistencia a la sequia, la
realizacion de varias cosechas o cortes, asi como la no utilizacién de productos quimicos,
en el control de elementos nocivos, con lo cual se protege el medio ambiente, que lo
convierteen uno de los cereales m as consumidos en las zonas subdesarrolladas, adem as de
que estd en gran desarrollo como cultivo en nuestro pais.

El empleo de este como material amildceo en la producciéon de bioetanol, si bien aparece

reportado en la literatura, se publican escasos trabajos que permitan conocer de su
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tecnologia y por otro lado, sélo se reporta el empleo de la malta de cebada, hongos o
enzimas industriales como agente sacarificante de los almidones, es por ello que en el

presente trabajo se plantea como:

Problema Cientifico

El empleo de los jarabes de sorgo como sustratos am ildceos para la produccién de etanol

no estd debidamente estudiado para su utilizacidon a escala industrial.

Objetivo General

Evaluar los procesos tecnol6gicos para la obtencidn de jarabes glucosados de almidén de

sorgo en la UEB Glucosa Cienfuegos com o sustratos de la produccién de etanol.

Objetivos Especificos

1. Realizar estudio bibliografico acerca de los sustratos y vias de obtencién de etanol de
cereales.
2. Efectuar estudios de los procesos de hidrolisis y fermentacidon de almidones de sorgo.

3. Proponer disefio de columna de destilacién para escalado de planta piloto.



Capitulo I: Revisién bibliografica.

Capitulo I: Revision Bibliogréfica.

1.1 Sorgo.

El sorgo (Sorghum bicolor L. Moench) es uno de los cultivos mas antiguos y actualmente
uno de los cereales de mayor importancia en el mundo Serna- Saldivar, S. (2010). Es
conocido con varios nombres: Mijo Grande , M aiz de Guinea en Africa Occidental, Kafir
en Africa Austral, Duro en el Sudéan, Mtama en Africa Oriental, lowar en la India vy

Kaoliang en China Duke, J. (1983).

De todos los cereales, el sorgo es el quinto m&s producido en el mundo con 56 millones de
toneladas m étricas en el 2009 FAOSTAT. (2011), siendo Estados Unidos, India, M éxico y
Nigeria los principales paises productores. Estos paises juntos aportan aproximadamente la
mitad de la produccién mundial.

Es muy eficiente en ambientes calidos y con intensidad luminosa alta, como los
prevalecientesen regiones semidridas Rooney, L., & Serna -Saldivar. (2000). De acuerdo
a J.N.R Taylor, & Schober T.J. (2006), es el mejor cereal en términos de resistencia a la
sequia. Pertenece a las plantas C,4, las cuales forman compuestos de cuatro carbonos,
haciéndola mas eficiente en el uso del agua, bi6oxido de carbono y nutrientes. Serna-
Saldivar, S. (2010) plantea que podrian ser las “plantas del futuro” debido a la cada vez
m as escasa agua disponible para irrigacion y al ser méas alto el nivel de CO, presente en el
ambiente.

Existe un gran nimero de variedades, las cuales pueden ser clasificadas en tres grandes
grupos:sorgo grano, forrajeroy dulce. Recientementese cred una nueva categoria de sorgo
denominado de alta biomasa. Este sorgo, a diferencia del sorgo dulce y forrajero, esta
conceptualizado para producir altos rendimientos de biom asa fibrosa y ser principalmente
canalizado a la produccién de bioetanol de segunda generacién. Blade. (2010).

Cada uno de los grupos de sorgo se pueden a su vez dividir por caracteristicas aun m &s
especificas, de acuerdo al color y grosor, las cuales se encuentran controladas
genéticamente y forman parte de la enorme diversidad de genotipos resguardados en la

Coleccién Internacional de Sorgo en la India (W orld Sorghum Collection) con 37,904
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accesionesde 91 paises,la cual se estimaque representaalrededordel 80 % de variabilidad
presente en el sorgo ICRISAT. (2011). La composiciéon quimica general del grano de

sorgo se muestraen la Fig. 1.
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Fig. 1. Composicidn quimica promedio del grano de

songo. Modificado de Serna-Saldivar (2010). *ELMN

= extracto libre de nitrégeno que da una indicacion de

los carbohidratos no fibrosos.
El grano de sorgo estd constituido basicamente por proteinas, lipidos, carbohidratos,
vitaminas, minerales y polifenoles, en porcentajes variables segin genotipo y am biente:
Almidén: el contenido medio de almidén es del 64,00 % siendo la temperatura de
gelatinizaciéon entre 68 /78 °C. La relacién de amilosa y amilopectina es de 20/80
respectivamente. Contiene pequefias cantidades de mono, disacaridos y oligosacdaridos.
Proteinas: comparado con otros cereales, el contenido proteico es menor y estd entre
8-12 % ,siendo deficiente en lisina, no posee gluten.
Lipidos: tiene un bajo contenido de lipidos 3,7 %, los acidos grasos que aporta son
poliinsaturados.
Vitaminas: contiene vitaminas del grupo B, en especial niacina.

M inerales: contiene zinc, calcio, magnesio, sodio y potasio. M ayor concentracién zinc.

1.2.1 Origenes cultivo y usos del sorgo.
El sorgo es un cultivo de condiciones precarias y de bajos insumos, lo que lo hace
altamente rentable, con un impacto minimo sobre el medio ambiente. Saucedo, O . (2006).

Su origen ha sido discutido a travésde los afilos, ya que los primerosinformesmuestran que




S}Lﬂﬁ,e;
’ '\’w.f‘,ﬂ-

Capitulo I: Revisién bibliografica.
]
igpana "
el sorgo existié en la India en el siglo | D.C. Esculturas que lo describen se hallaron en
ruinas Sirias de 700 afios A. C. Sin embargo, el sorgo quizas sea originario de Africa
Central -Etiopfa o Sudéan-, pues es alli donde se encuentra la mayor variedad de tipos. Esta
diversidad disminuye hacia el norte de Africa y Asia. Existen sin embargo, ciertas
evidencias de que surgi6 en forma independiente tanto en Africa como en la India. Las
especies silvestresencontradasen Africa Centraly el Este no son aconsejables para usar en
la agricultura actual, pero los fitogenetistas contintan buscadndolos para crear nuevos
germoplasmas, con el objetivo de incorporarlos dentro de las lineas genéticas actuales. Se
introdujo como cultivo dom éstico en Europa aproximadamente hacia el aflo 60 D.C pero
nunca se extendid mucho en este continente. Las primeras semillas probablemente se
Illevaron al hemisferio Occidentalen barcos de esclavos procedentes de Africa. En América
Illegdé en el siglo XV IIl'y se considera que muchas especies distintas se cultivan de form a
esporadicapor toda la regién. Los sorgos actuales son hibridos de esas introducciones o de

mutantes que han aparecido.Ozuna Y. (2008).

Los primeros sorgos dejaban mucho que desear como cultivo granifero. Eran muy altos vy,
por lo tanto, susceptibles al vuelco y dificiles de cosechar, ademas maduraban muy
tardiamente. Los tipos Kafir y Milo fueron seleccionados como productores de granos por
los primeros colonos en las grandes planicies debido a que su tolerancia a la sequia es

mayor que la de maiz.

Con el advenimiento de las méaquinas cosechadoras se hicieron selecciones a partir de los
m ateriales originales,obteniendo tipos m as precoces y algo mé&s bajos. Sin embargo, fue la
combinacion de distintos tipos de sorgo, iniciada por John B. Seiglinger de Oklahoma, lo

que hizo posible cultivarlos utilizando la cosecha mecanizada.

El desarrollo posterior de los tipos precoces, asi como de variedades resistentes a
enfermedades e insectos, junto con el mejoramiento de otras practicas de produccién,
establecio firmemente el sorgo granifero como un importante cultivo. Como resultado de

las investigaciones de Quinby y Stephens de Texas, los hibridos se hicieron realidad hacia



S}Lﬂﬁ,e;
’ '\’w.f‘,ﬂ-

Capitulo I: Revisién bibliografica.

]
drpran "

1950 y actualmente los rendimientos alcanzan a mas de 13,440 kg/ha en los sorgos

graniferos hibridos.

La siembra de este cultivo ha traido consigo numerosas ventajas ya que se desarrolla bien
en terrenos alcalinos, sobre todo las variedades azucaradas que exigen la presencia en el

suelo de carbonato célcico, lo que aumenta el contenido en sacarosa de tallos y hojas.

Su facultad de entrar en reposo vegetativo cuando falta el agua, hace que tolere mejor la
sequia y el exceso de humedad que la mayoria de los cereales, creciendo bien bajo una

amplia gama de condiciones en el suelo. Saucedo, O . (2008).

Responde favorablemente a la irrigacion, lograndose excelentes resultados bajo riego.
Requiere un minimo de 250 mm durante su ciclo para llegar a producir grano y pueden
obtenerse buenosrendimientoscon 350 mm, dependiendo delciclo del hibrido elegido y las
condiciones ambientales. EIl consumo de nitr6geno del cultivo y la temporaria
inmovilizaciéndelmismo provocada por el aporte de rastrojo,pierde toda im portanciasi en

la rotacion suceden al mismo, especies leguminosas.

Las posturas de alfalfa o cultivos como mani o sojason excelentes antecesores para lograr
mejoresrendimientos. En la conservacion de los suelos aporta materia organica, eficiencia
en eluso y conservaciéon delagua, mejoralascondiciones fisicasy quimicas, disminuye los

riesgos de la erosion, favorece a otros cultivos en las rotaciones. Sdnchez, M . (2003)

A pesar de ser utilizado en la alimentaciéon humanay animal de muchos paises, su uso no
se ha extendido en nuestro medio Cabello, R., Aleméan, L., & Canet, R. (2003), Aguirres
Arenas, J. E. P., & Chanez Villasana, A. (2005).El consumo mundial de sorgo para la
alimentacién humana se ha mantenido estancado durante los ultimos 35 afios en contraste
con elconsumo alimentario total de todos los cereales, que ha subido considerablemente a
lo largo del mismo periodo. Este estancam iento se ha verificado pese a que bajo el aspecto
nutricional el sorgo es com petitivo en com paracién con otros cereales, sobre todo al ser
considerado en muchos paisescomo un grano de categoria inferior y utilizarse de la mism a

maneraque el maiz,yaque la composiciéon es semejante, e incluso mas rica en proteina, la
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harina que se puede extraer es de sabor agradable de facil digestion y muy semejante a la
del trigo. En algunos paises del mundo, el sorgo cocido toma un aspecto agradable,
constituyendo asi un alimento semejante al arroz. EIl consumo de sorgo per-capita es
elevado en paises o en algunas regiones de esos paises donde el clima no permite la
producci6n econdmica de otros cerealesy donde los ingresos per-céapita son relativamente

bajos. FAO.Roma (1995)

Como alimento el valor nutritivo del grano de sorgo es alto. EIl grano tiene m s proteina y
grasa que el maiz, pero es mé&s bajo en vitamina A. Para consumo humano es usado
principalmente en Africa, en particular Etiopia y Somalia, y en la Indiay China, donde es
ingrediente para la preparaciéon de diversos platos tradicionales o de la gastronom fa tipica
como tortillas, panes con y sin levadura, gachas y cuscls o se usa el grano entero y
descascarado cocido en presentacién semejante al arroz para acom pafiar con carne y
verduras. Forma parte de la dieta badsica de millones de personas en China y se utiliza en la

preparacion de alimentos balanceados.Carter, P. (2009).

La elaboracién de cerveza representa un 4rea de la industria de bebidas y alimentos donde
el sorgo tiene una participacién m &s activa. Las cervezas elaboradas en Africa empleando
este cereal son mas fuertesy méas amargas debido a la altaconcentraciénde antocianégenos
que el sorgo confieren al producto final. Tam bién son mas oscuras. Algunas variedades de
sorgo de color mas ligero serian altamente deseables para producir buenas cervezas en el

mundo occidental. Borneo, R.(2008).

El sorgo se emplea en la alimentaciéon animal como ingrediente principal de dietas para
porcinos, aves y bovinos engordados en corral. Estados Unidos, M éxico, Japdén, Argentina,
los territorios que fueron de la desaparecida Uniéon Soviéticay Venezuela, son paises que
absorben conjuntamentemas del 80 por ciento de la utilizacion mundial de sorgo en form a

de pienso.

Este grano no solo se utiliza en la alimentacién de los anim ales, sino tam bién para fines
industriales; en este aspecto tienelos mismosusos que el maiz. Se destaca en la produccidn

de almidén,dextrosa, miel de dextrosa, aceites comestibles y bebidas; en la elaboracién de
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cervezas, bebidas locales y m aterias <colorantes, cosm éticos, papel, productos
farmacéuticos, confituras, mezcla en café y carnicos, entre otras. Adem as las paniculas se
emplean para la confeccion de escobas o se queman para obtener cenizas ricas en
potasio.Es usado en la produccién de biodiesel, siendo con el maiz, el trigoy lacebada de
los mejores candidatos. De los tallos de esta planta se pueden obtener otros productos,
como jarabes y azGcares. La produccién de etanol constituye una fuente alternativa para la
obtenci6on de energia a partir de este cultivo. La harina de sorgo no tiene gluten, pero es
m as blanca y nutritiva que la del mijo; con ella se fabrican tortas y galletas, que sirven de
base en la alimentacién humana,ya sea sola o asociada al maizo almijo.En lalIndia,China
y algunas regiones de Africa, el sorgo constituye un elemento muy importante. EIl grano se
come quebrandolo y cocinandolo en la misma forma que el arroz, o moliéndolo para

obtener harina y elaborar pan sin levadura. Altmann, R. (2004), Fernandez, O. (2004).

Todas estas aplicaciones del sorgo en la alimentaci6én humana por sus importantes aportes
nutricionalestambién tienen un papel fundamental como es el caso de adultos y nifios con

padecimiento celiaco ya que son elaborados con el fin de mejorar su dieta.

Otro uso comestible de la harina de sorgo granifero es en el procesamiento de la carne
como aglutinante para em butidos, también se obtuvo dextrosa cristalina y jalea de glucosa

comestible de productos de cereal molido seco. Hahn, R. (2007).

Puede dar una mayor estabilidad oxidativa debido a su composiciéon de acidos grasos.
Representauna fuente nueva e inesperada de com puestos paracom batirel céancer,como los
fenoles y taninos, con aceptable capacidad para eliminar los subproductos de los dafiinos

radicales libres.

El sorgo azucarado contiene en el tallo un jugo dulce, y se cultiva para obtener jarabes y
como planta forrajera.Los Ilamadossorgos de hierba,como el sorgo sudanés y los hibridos
de éste con el sorgo azucarado y con el de grano, se cultivan como plantas de forraje y
pasto. EIl potencial del sorgo azucarado como cultivo para obtener energia produce hasta

7 000 litros de alcohol etilico por hectdirea TECNI- FENALCE. (2001).
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1.2 M aterias primas para la produccion de alcohol etilico.

Los sustratos son componentes del medio capaz de sustentar el crecimiento de
microorganismos o la produccién de metabolitos secundarios. La funcidén del medio
nutriente es idéntica a la de los medios de reaccién quimica, es decir, proporcionar los
componentes quimicos necesarios y en las proporciones adecuadas para que la reaccion
ocurra. En adicién, debe asegurar los componentes que garanticen el crecimiento de los
microorganismos en todas sus facetas, en la forma m s accesible, o sea, en medio liquido.
Solo en casos especiales se usan medios con nutrientes s6lidos o gaseosos. Adem as de los
componentes esenciales, com o fuente de carbono y de energia y nitro6geno, el medio debe
contener otros muchos nutrientes que se requieren para la propagacion de las células

microbianas.

Para la produccién de alcohol han sido utilizadas diferentes fuentes de carbono como
m ateria prima (materiales biolégicos), las cuales deben poder ser transformadas con

facilidad en aztucar fermentable, almiddén o celulosa.

Su uso practico estarad determinado por el rendimiento en alcohol, por sucosto y el tipo de

microorganismo que se utilice. Abreu, R. (2005)

La wutilizacién de una u otra materia prima varia de un pais a otro. Varios autores
coincidieronen definirtres tipos de m ateriasprimaspara la producci6én de etanol, las cuales

son:

> M ateriales portadores de azucares simples (tales como en las cafias de azlUcar y sorgo

dulce, melazas, etc.) los cuales contienen carbohidratos como fuentes de azlcares.

» Almidones (tales como la yuca, maiz, grano de sorgo, papa, etc.) los cuales contienen

carbohidratos en formas de almidén como fuente de azlcares.

» Celulosas (tales como la madera, residuos agricolas, etc.) cuyos carbohidratos se

encuentran en formas mas complejas. Blanco, G.(1982), Horri, J. (1979).
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Desde el punto de vista de la fermentacidon pueden agruparse:

a) Directamente Fermentables

b) Indirectamente Fermentables

De acuerdo con esas categorias, las primeras (directamente fermentables) no requieren de
transform acién previaen hidratos de carbono, como sucede con la sacarosa, la glucosa y la
fructuosa. En el caso de las fuentes indirectamente fermentables si es necesario realizar la
conversién previa en carbohidratos, para someterlas luego a fermentaciéon con el objetivo
de que puedan ser asimiladasporlalevadura alcohdélica,tal es el caso de los almidones y la

celulosa.

Las principales fuentes de carbohidratos de acuerdo con esos criterios son:

Directamente Fermentables.

G lucosa: Pulpa de Frutas.

Fructosa: Pulpa de Frutas.

Sacarosa: Cafia de Azlcar, Remolacha Azucarera, Sorgo Sacarino (tallos).

Indirectamente Fermentables.

Almidoén: Yuca, M aiz, Camote, Papa, Granos de Cereales, Tubérculos, Bananos.

Celulosa: M adera, Bagazo y Pajade Cafia, Cascarasde M ani, Tusa de M aiz,Paja de Arroz,

Palm a.

Aunque todas esas fuentes de carbohidratos puedan ser fermentadas, deben considerarse
inicialmente aquellas que presentan alta concentracién de ese componente en la materia
prima,para lo cual debe a su vez presentar alta productividad agricola (t/ha), rendimientos

de alcoholy rentabilidad ($/litro).
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Tanto el almidén como la celulosa deben en primera instancia ser convertidos en azlcares
fermentables antes de ser sometidos a la fermentacién alcohdlica; la transform acién de la

celulosa es en este caso un proceso quimico mucho mas dificil.
En la tabla 1.1 aparecen algunas de estas m aterias primas y sus rendimientos alcohodlicos.

Tabla 1.1 Comparacién del rendimiento alcoholico en diversos cultivos.

Rendimiento Rendimiento del Productividad de
alcoholico cultivo alcohol
Cultivo

(L/ton) (ton/ha) (L/ha)

Cafia 70 70 4900

Yuca 180 20 3600
Sorgo Azucarado 86 35 3010
Trigo 340 1,5 510
Trigo(alto rendimiento) 350 3,0 1050
M aiz 370 6,0 2220
Cebada 250 2,5 625
Papas 11 25 2750
Arroz 430 2,5 1075
Uvas 130 25 3250
Boniatos 125 15 1875

Abreu, R. (2005)

Los indicadores de la tabla 1.1 nos muestran como la mejor variedad de cultivo para la

produccion de alcohol es el sorgo azucarado, ayudado por otras particularidades de la

planta.

11



Capitulo I: Revisién bibliografica.

Este cultivo requiere un tercio del agua que consume la caffia de azlcar, y su periodo de
crecimientoes lo suficientementecortocomo para perm itir cosecharlo dos veces al aflo. La
facilidad de la formaen que se siem brapuede presentar ventajassobre otros cultivos, como
la cafia de azlGcar, que se propaga a partir de estaquillas del tallo, el sorgo se siem bran las
semillas y basta con 4.5 kilogramos por hectdrea, en comparaciéon con las 4 500 a 6 000
estaquillas de cafia de azUcar. EI potencial del sorgo azucarado como cultivo para obtener
energia, es muy alto ya que se puede llegar a producir hasta 6000 litros de alcohol etilico

por hectadrea en un afio.

1.2.1 Cereales como sustratosen la producciéon de alcohol.

En nuestro ambientela formade consumo de los cerealeses muy variada; bolleria,pasteles,
pastas, copos o cereales expandidos; pero también sirven como materia prima para
industrias de bebidas alcoho6licas como la cerveza o el whisky. http://www .botanical-

online.com /cereales.htm .

El etanol producido a partirde cerealesy frutas es quizas el producto m as antiguo obtenido
por la biotecnologia tradicional, ya que el consumo y produccién de bebidas alcohélicas

data de hace mas de 8 mil afios Serna-Saldivar, S. (2010).

A continuacién se muestra una tabla donde se puede com parar la com posicién del sorgo
con otros cereales empleados en la producciéon de alcohol, donde los contenidos de las
diferentes partes constitutivassonsimilaresa los cereales mas empleados para este proceso

y donde el almiddédn que es la masa fundamental para la conversién a azGcares fermentables

es superior al del maiz, que es el cereal méas empleado.

12
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Tabla 1.2 Composicién de diferentes cereales.

Contenidos Trigo Maiz Cebada Avena Sorgo
Humedad % 10,0 15,0 10,6 9.8 10,6
Almiddn % 68.6 67.0 66,0 571 69,3
Proteina % 14,3 10,2 13,0 12,0 12,5
Grasa % 19 43 2.1 5,1 34
Fibra % 34 23 5,6 12,4 22
Cenizas % 1,8 1,2 27 3.6 2,0

Rodriguez, J.R. (2000)

El sorgo empleado para la produccién de etanol se reporta a partir de la década de los 80
del siglo pasado, sin embargo no aparecen muchos datos de la tecnologia em pleada, ni de

rendimientos como aparecen para el caso del maizy la cebada.

E xisten ya en el mundo plantas donde se produce alcohol a partir de sorgo. En Costa Rica
se reporta el uso de sorgo granero en la producciéon de alcohol carburante y alimento

animal. Altmann, R. (2004).

En la zona de Capurro, M ontevideo se encuentra instalada una planta que elabora algunas
bebidas alcoho6licas y recepcidon de aguardientes de cafia y alcohol potable de la destileria
de Paysandl para proceder a su corte, aflejamiento y posterior comercializacion, donde las
principales m aterias primas son cereales tales como el maiz y sorgo, vinos y flemas de

orujo ANCAP.(2004).

La cebada permite la elaboracién de bebidas alcohélicas como la cerveza. Se obtiene la
m alta, que se usa como sustituto del café o en la produccion del whisky o el vino de
cerveza que se elabora hirviendo agua con cebada para producir agua de cebada que

posteriormente se mezcla con vino y otros ingredientes (lim6n, azGcary borraja).

1.3 Almidén de Sorgo.

Desde los afios 50 el sorgo se ha visto como una alternativa para sustituir al m aiz en la

producci6n de almidén. Sin embargo, el grano de sorgo presenta varias desventajas, como

13
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son la presenciade endospermo periféricoque actGtacomo una barreracontrala penetracién
de la soluci6on de remojo, una matriz proteica mas dura y entrecruzada que rodea los
gradnulos de almiddén y la contaminacién del almiddén con pigmentos fendlicos presentes en
el pericarpio, testa y tejido de la aleurona. Varios investigadores han encontrado que el
sorgo rinde aproximadamente 10 % menos almidén que el maiz suave dentado y han
demostrado que con el uso de enzimas proteoliticas y degradadoras de fibra se puede bajar
significativamente el requerimiento de remojo en SO, (di6oxido de azufre) sin sacrificar

rendimientos de almidoén.

El método de obtenciéon del almidén es la molienda himeda, la cual es una técnica que
perm ite separar algunas de las partes del grano en sus constituyentes quimicos. Cuando se
realiza, se obtienen almidones y otros productos (aceites, alimento para el ganado com o
piensos, harinas de gluten o tortasde germeny productos de la hidrélisis del almidén com o

la glucosa).

1.3.1 Hidrolisis dacida de almidén de sorgo.

Los cereales, hortalizas y otros materiales amildceos se pueden sacarificar em pleando

dcidos como el HClo el H,SO,.

En general, los productos a convertir se maceran o muelen, se mezclan con una cantidad

determinada de agua acidulada y se tratan con vapor a presion.

Tras la sacarificaciéon los mostos se ajustan al pH conveniente para la fermentacién, con
NH,OH, NaOH, Na,CO3;0 CaCOgj;. El uso del NH4,OH es particularmente conveniente,
puesto que el amoniaco puede actuar como fuente de nitr6geno para las levaduras. Si se
emplea H,SO, para la conversion del almidén y se neutraliza subsiguientemente con
CaCOg3,el CaSO,4 precipitado se puede separar del mosto por sedimentacion y filtracién o

por simple filtracion.

Se ha investigado la sacarificacion de diversas masas de cereales con HCI. Los
rendimientos maximosde etanolde los cerealessacarificadoscon acidos,son, en promedio,

algo menores que los que se obtienen en la sacarificacién con m alta.
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1.3.2 Hidrolisis enzim atica de almidén de sorgo.

Con la hidrélisisenzim atica,como bien lo indica su nombre se realiza la conversién de los
carbohidratos presentesen el materialamildceo a través de las enzimas. Durante el proceso
de fabricacién de alcohol o cerveza, se transforma el almidén que contienen los granos, en
m altosa, glucosa, maltotriosa, etc., azGcares monosacaridos que luego serdn eliminados
durante el proceso de fermentacién. Sin embargo, los granos como tal no contiene las
enzimas necesarias que harian falta para poder llevar a cabo esta transformacién del
almidén, por lo que se deben tratar previamente y transform arlos en m alta, para conseguir

asiuna actividad enzim atica adecuada que la lleve a cabo.

Como se aprecia en la bibliografia consultada se reportan diferentes métodos tanto para la
hidrolizaci6on con tratamiento 4cido como por tratamiento enzim atico, o combinadas, que
son las mas efectivasparece indicar,en dependenciadelcerealque se utilice, como m ateria
prima,portanto para el estudio de una m ateriaprima nueva, poco reportada como el sorgo,
hay que iradaptando los métodos reportados alas condicionesde esta materiaprima, por lo

que se impone una caracterizacién de la mism a.

1.3.3 M étodos actuales de almidén de sorgo.

Hay tres elementosimportantesen el grano de cereal; el germen que es la parte viva que se
desarrolla hasta formaruna nueva planta,elendospermo, que contiene el almidoén que da la
energia necesaria para iniciar el crecimiento, y el pericarpio, que encierra el germen y el
endospermo. La elaboracién supone la separacion parcial de estos elementos o su
modificacion, o ambas cosas. Todavia se suelen em plear varios métodos tradicionales de
elaboracién,especialmenteen aquellas partes de los trépicossem idridos donde se cultiva el
sorgo fundamentalmente para suconsumo por el hombre. En cierto grado, los métodos que
se empleanse han desarrollado para conseguirque los alimentos tradicionales se adecuen a
los gustos localesy son losidéneos en el &m bito familiar. Las técnicas tradicionales que se
usan comunmente comprenden el descortezamiento, el malteado, la fermentacién, el

tostado, el exfoliado y la molienda.
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En la actualidad,no existeun meétodo especifico para aislamiento de almidén de sorgo. La
metodologia mas empleada es la técnica de la molienda himeda, aunque los
procedimientos requieren largos periodos de tiempo (24-96 horas) para completar el

proceso de remojo para aflojar el nicleo.

1.4 Fermentacion alcohdlica.

La fermentacién alcohdélica se puede considerar (desde una perspectiva humana) como un
proceso bioquimico para la obtencidén de etanol, que por otras vias se ha obtenido gracias a
procedimientosquimicosindustriales,comopor ejemplomediantela reaccién de oxidacién
de eteno. La finalidad de la fermentacién etilica (desde una perspectiva microbiana) es la
obtencién de energia para lasupervivenciade los organismosunicelulares anaerédbicos. Las
bebidas alcoho6licas se producen a partir de diferentes sustratos, dependiendo de la regién
geografica y sus riquezas. Las materias primas pueden ser azGcares simples como los
presentes en el jugo de uva, o de alto peso molecular, como el almidoén de los granos de
cebada. Existen dos tipos de bebidas alcohdlicas, las que se obtienen directamente por
fermentacion de los diferentes sustratos y las destiladas, producidas por destilacién del
producto de fermentacién. EIl proceso principal por el cual se transforma el mosto en vino
es la fermentaciéon alcohélica, la cual consiste en la transformacién de azGcares en alcohol
etilico y anhidrido carbénico. La fermentacion alcohélica es la base de la vinificacién, sin
embargo, su importancia no radica Unicamente en la obtencién de etanol a partir de los
azlGcares, sino que adem as durante el proceso fermentativo se van a formar una gran

cantidad de productos secundarios que influyen en la calidad y tipicidad del vino.

La fermentacién industrial tipica es esencialmente un proceso que se produce en un
recipiente Ilamado fermentador o en general, biorreactor, mediante el cual determinados
sustratos que componen el medio de cultivo (levaduras) son transformadas mediante la
reaccion microbiana en metabolitos y biomasa. Estos contenedores son herm éticos y
permiten retirar mediante canalizaciones apropiadas el diéxido de carbono resultante.

Durante el proceso los microorganismosvan aumentando de concentracién en el transcurso
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de lareaccion almismo tiempoque el medio vamodificando sus propiedades quimicasy se

forman productos nuevos como consecuencia de las reacciones anabdlicas.

La fermentacion alcohodlica con la emisiéon de ciertas cantidades de etanol se produce de
forma espontdnea en la naturaleza siempre que se encuentre un azlcar y una atm ésfera
pobre de oxigeno, es por esta razén que ocurre espontadneamente en el interior de algunas

frutas que se puede decir sufren un proceso de maduracién anaer6bica.

Las fermentaciones especificas son manipuladas por el hombre con el objetivo de obtener
el etanol para ciertas bebidas. Para ello se emplean principalmente los azlcares de las

frutas, los cereales y de la leche.

Durante la fermentacién alcohdlica se obtienen los siguientes productos:

b

R
¢

60 — 92 % alcohol.

o

X3

-

1,5-1,0 % biomasa.

<

3 1,9 -9 % glicerol.

« 0,4 -1,5 % 4acidos organicos.

<

» 0,1 - 0,7 % aceite de fusel.

% 0,02 - 30 % sin fermentar.

Para favorecer la produccion de etanol se recomienda:

< Mantener la levadura activa evitando el stress.
# Teneruna buena viabilidad.
< ldentificar y controlar los factores estresantes inherentes al proceso (alcohol, acido,

tem peratura, contaminacién bacteriana).

1.4.1 Mecanismos fisico - quimico de la fermentacion alcoholica.
En el proceso de obtencién de etanol a partir de sustancias am ildaceas una de las etapas de
mayor importancia es la fermentacién, precedida por la hidroélisis en estos casos donde se
transform ard el azlcar en alcohol, desprendiéndose diéxido de carbono, dependiendo la
productividad del proceso de la eficiencia de dicha etapa. De Lucas, J. (1994).
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El mecanismo de la fermentacién fue cuantificado por primera vez por Gay Lussac,
basandose en la estequiometria de la conversion de una hexosa en etanol y anhidrido

carbénico,como lo muestra la ecuaciéon (1).

CgH1205 —» 2C-HsOH + 2C0; Ecuacion 1

Azlcar-hexosa estanpl  anhidrico carbonico

180 92 g8

Por consiguiente, 100 kg. de azGcar-hexosa = 51.1 kilos de etanol + 48.9 kg. de anhidrido
carbdénico. EIl rendimiento tedrico de 51.1 % por peso se denomina coeficiente de Gay
Lussac y representa el dato béasico en eficiencia de conversién. La etapa siguiente en el
entendimiento del mecanismo fue hecha por Luis Pasteur y su experimentaciéon de hace

cerca de un siglo representa un andalisis decisivo en la ciencia microbiol6gica.

Una apariencia mas grande de productos comparada con el azGcar original se debe al
oxigeno (del aire) y a losnutrientesprocedentes de una fuente externa que es necesariapara
el crecimiento celular. Por tanto, el coeficiente de Pasteur de aproximadamente 94.7 % del
rendimiento te6rico °GL de (Gay Lussac) se considera la maxima posible produccién de

etanol que puede ser alcanzada por fermentacion.

Sin embargo, el coeficiente de Pasteur puede ser sobrepasado por la reutilizacién de las
levaduras, o cuando el crecimiento pueda ser Ilevado a cabo a partir de carbohidratos no
naturalmente fermentables hasta etanol. En la practica comercial, en la que no se utiliza un
sustrato ideal, las eficiencias de conversiéon mantenidas durante un periodo razonable de
tiem po se encuentran normalmente en la regién del 90 % °GL.La concentraci6n tipica de
productos por 100 g de glucosa fermentada a etanol mediante levaduras se presenta en la

tabla 1.3.

Las propiedadesespecificasde las levaduras, como la tolerancia a altas concentraciones de
alcoholy CO,,el crecimiento rapido y la capacidad de fermentaciéon reducen el nimero de
microorganismos adecuados viables para la operaciéon a escala industrial a un ndmero

pequefio.
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Tabla 1.3 Concentraciones media de producto por 100 g de glucosa fermentada en un

proceso de producci6on de etanol que utiliza levaduras.

Producto Variacion en la concentracion
(g por 100g de glucosa fermentada)
Etanol 45-49
Anhidrido carbonico 43-47
Glicerol 2-5

Succinato 0.5-1.5
Alcoholes superiores 02-06
Butilenglicol 0-1.4
Materia celular 0.71.7

Fabelo, J. (1999)

En la fermentacion se emplean tanto procesos continuos como discontinuos y muchos de
estos incorporan alguna forma de reciclaje. Adem 4s de reducir el tiempo de fermentacioén,
el ciclo de reciclaje reduce la cantidad de sustrato que se convierte en materia celular. En
los procesos discontinuos de Melle-Boinotque han encontrado am plia aplicacién, las
células recuperadas después de la fermentacion son recicladas al fermentador en el que se
ha affadido sustrato fresco. Operaciones con niveles de levadura por encima de 15 kg. de
m ateriaprimaseca por m *son com unes, con tiempos de fermentaci6én tipicamente de entre
8-18 h, dependiendo de la cepa de levadura, la naturaleza del sustrato y la tem peratura de

operacién. M athewson, S. (1980).

Son normales productividades del orden de 10-20 kg. de etanol m?® /n (basado en un
volumen operativo efectivo); frecuentemente se han descrito productividades mucho m &s
altas en sistemasde laboratorio pero estas siem pre estdn relacionadas con sustratos ideales
y dejan de considerarmuchos factoresesencialescomo la eficiente conversiéon del azGcary
la instalaci6on barata y de confianza. En comparacién, los métodos discontinuos
convencionales alcanzan normalmente productividades de solamente 1.5-3 kg de etanol

m /h. Sin embargo, una alta productividad sin relaciéon con la eficiencia de rendimiento
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expresadacomo coeficientede Gay Lussac carece de significado.En términos econémicos,
una reduccién en los residuos puede ser bastante mas beneficiosa que un aumento en
rapidez. EI tiempo real exigido para fermentar una masa varia con el material que se esta

fermentando, el pH, la tem peratura, y otros factores. Puede tardar de uno a cuatro dias.

Para medir la eficiencia del proceso fermentativo se emplean varios indicadores, los

mismos se muestran a continuacién en las ecuaciones (2), (3),(4)y (5). Fabelo, J. (1999).

Rendimiento alcohol-sustrato

’GLxV

= Ecuacion 2
100 x kg de almidon

P
v—
s

00

E ficiencia de la fermentacioén

. Alc.prod .
Efic.Ferm= —————x 100 Ecuacion 3
Alc. Tedrico

Productividad

GLx10
_ g g
PROD = o e ( fL_h) Ecuacién 4

Eficiencia de fermentacién sobre la base de la planta

. Alc.prod ..
Efic. Ferm.base — planta = — x 100 Ecuacion5
Alc.Tedrico Carb.usados

Se sabe que la fermentacién esta completa o ha culminado cuando la masa deja de
burbujeary lalevadura se endurece yendo al fondo del fermentador. A estas alturas,el licor

fermentado es conocido como fermento o cerveza y esta listo para ser destilado.
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1.5 Destilacion.

En el proceso de obtencién de alcohol etilico una de las operaciones unitarias mas
importantes es la operacion de destilacion, fundamentalmente para la separaciéon de la
inmensacantidad de com ponentes que acom pafian la mezcla obtenida en la fermentacién y

obtener una mezcla liquida lo méas homogéneay con el mayor nivel de pureza posible.

Esta operaciéon, dentro de las llam adas operaciones de separacién tiene como objetivo
general la separacién de esos componentes, basado en las diferencias de sus presiones de
vapor auna temperaturadada, o dicho en otras palabras,es la separacién fisicade lamezcla
en dos o mas fraccionesque tienen distintospuntos de ebullicion o volatilidades diferentes.
La separaciéon en esta operacion depende de la distribucién de los componentes en las dos
fases, lo que distribuidos en proporciones diferentes. La fase de vapor estara siempre
enriquecidaen él o loscomponentesde menorpunto de ebulliciéno mas volatiles, mientras
que la fase liquida se enriquece o tiene en menor proporcién a los menos volatiles. Bitter,
R.(1993), Kister, H. (1985), Ulrich, G. (1986), Gonzalez E. (2006).

Las ventajas del m étodo de destilaciéon son su simplicidad, baja inversion de capitaly bajo
potencial de riesgo. La separaci6n directa, que es posible generalmente mediante este tipo
de proceso, o sea la que permite obtener productos puros que no requieran un proceso
posterior, ha hecho de la destilacion una de las mas importantes operaciones con
transferencia de masa. Com o aspecto negativo se sefiala su baja eficiencia termodinamica,

siendo muy elevados sus costos por conceptos de energia necesaria. Treybal. (1981) R. E.

Esta operacion puede conducirse:

< segln lanaturaleza del flujo de las fases: periddica o discontinua y continua.

X3

segln el método de operacion: Simple sin reflujoy con reflujo.

o

b

K3
¢

segln el método de contacto entre las fases: por etapas (columnas de platos) y por

o

contacto continuo (columnas rellenas).

b

K3
¢

segln el nimero de componentes que contenga la mezcla entrante destilaciéon binaria y

o

destilacion multicom ponente.
La formamasgeneralizadade conducirestaoperaciéonen laindustria es de forma continua,

con reflujopara lograrel enriquecimiento de los productos en los diferentes componentes y
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en cualquiera de las columnas mencionadas, aunque en esta operaciéon para el proceso de
produccion de etanol se prefieren las columnas de platos y se consideran las mezclas
binarias de etanol-agua por los bajos contenidos de los otros com ponentes que conform an
la mezcla.
El punto de ebullicion de las mezclas de agua y etanol en el equipo donde se realiza la
concentraciéon, se eleva a medida que el liguido se em pobrece en alcohol. Los vapores que
se producen por ebullicién de estos liquidos, son m as ricos en alcohol que la diluci6n de
que proceden. En esto se basan los procedimientos de concentracién y purificacion, los
cuales se efecttannormalmentey de formatradicionalmediante la utilizacién de columnas
destiladoras y rectificadoras, casi siempre en nimero de tres como minimo, hasta obtener
una mezcla cercana al punto de azeotropia Bitter, R. (1993).
En la destilacién alcoholica el liguido que se destila es el vino fermentado, del cual
generalmente se recogen tres destilados. EIl primero denominado alcoholes de cabeza, son
compuestosde punto de ebullicién bajos,talescomo aldehidosy ésteres, a continuacion los
alcoholesde buen gusto, constituidos principalmente por alcohol etilico,al final obtenemos
los alcoholes de punto de ebullicién alto, constituidos en su mayoria por los alcoholes
superiores, el alcohol amilico, propilico etc. Posada, E. (1988); Blanco Carracedo,
G.1991).
En virtud de que el alcohol tiene una presiéon de vapor mayor que la del agua, si se evapora
una mezcla hidroalcéholica llevandola a ebullicién durante un tiempo determinado vy
posteriormente se recogen sus vapores condensados, se obtiene un liquido mas rico en
alcohol que el original, lo cual es una destilacién simple. Cuando se repite este proceso
para lograr el grado alcoholico deseado se tiene entonces una destilacion fraccionada.
Cuando se desea obtener el etanol en una forma mas concentrada que su punto de
azeotropia,como esel alcoholabsoluto se emplean otros métodos especiales de destilacidn
como son la destilacion azeotrépica y destilaciéon extractiva como m étodos tradicionales o
la pervaporacién y los tamices moleculares como métodos mas modernos Gonzalez, E.
(2006), Stefan Sommer. (2000).
Una columna de destilaciéon en su forma mas simple estd formada generalmente por una

concha o carcasa cilindrica, un condensador y un rehervidor. En el interior de la carcasa se
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suele disponer el relleno o los platos para lograruna mayor superficie de contacto entre las

fases, permitiendo de esta forma que la separacion se lleve a cabo de la mejor manera

posible y se aumente la eficacia de la misma.

El rehervidor proporciona la energia necesaria para llevar a cabo la separaciéon y formar la

fase de vapor a la columna y el condensador enfria el vapor para condensarlo, y

proporcionar la fase liquida, mientras que el acumulador de reflujo, almacena el vapor

condensado para introducir una parte de éste de nuevo a la columna como reflujo.

La alimentaciéon se suele introducir en una de las etapas intermedias y a partir de ahi se

divide la columna en una seccién de rectificacion o enriquecimiento y en una secci6n de

agotamiento.

1.5.1 Etanol.

El etanol, C,HsOH, usualmente llamado alcohol de etilo es un compuesto ternario, se
compone de carbono, oxigeno, e hidrégeno y su composicién centesimal es, 52.15 % de
carbono, 34.33 % de oxigeno, y13.12 % de hidrdgeno, su grupo funcional es el hidroxilo
unido directamentea un carbono.EIl mismoes el segundo miembro de la serie de alcoholes
alifaticos, es considerado como uno de los mas antiguos productos orgéanicos conocidos.

Colectivo de autores. (2000).

En cuanto a sus caracteristicas fisicas puede ser descrito como un liquido incoloro, con un
olor agradable, es completamente miscible en agua y solventes orgéanicos, es muy

higroscépico. Sus propiedades fundamentales son:

< Punto de ebullicion (2C) --------mmmmmmmmmmmmii e 78.4.

< Densidad (g/cms) ------------------------------- 0.7851.
% indice de refraccion (N ') cocomcooooooooaoo oo 1.3633.
% Viscosidad a 20 °C (Cp) ----------------------- 0.0122.
% Tension superficial (dyn/cm ) ----ccmcmocmamnaan- 22.3.

< Calor especifico (cal/g °C) ------mmmmmmmmmannnnn 0.581.

% Calorde evaporacién (cal/g) ----------------- 204.
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Este puede sernombrado de diferentes formasen funcién de las caracteristicasque definen
su calidad y sus propiedades organolépticas, por consiguiente se denominarda como:
Alcohol Absoluto, Alcohol Extrafino, Alcohol Fino y Alcohol Técnico. En la tabla
l.4aparece los valores maximos (*) o minimos (**) de los parametros que definen la
calidad del etanol,de acuerdo al nivelde impurezas que este posee Norma Cubana NO 06 -

22.(1987) (Migoya, M .(2000).

El etanol normalmente se comercializa de forma hidratada (de 95 a 96 % volumen) o
anhidrido (mayor de 99 % volumen).

Este se puede obtener por dos vias:

< Sintesis.

<« Fermentacion.

Para usos industriales se prefiere el primer sistema, debido a la pureza, que puede alcanzar

valores de 99,9% .

Para otros usos (alimentacion, perfumeria, farmacia) tiene m as ventajas el segundo. En su
uso como carburante,que requiere una pureza de 99,5% , se entra de lleno en el dominio de

la fermentacidn.

En el primercaso se utilizanlos mas diversosprocesos de sintesis, algunos de ellos ya muy
conocidos, como la reacciéon de hidratacién del etileno con vapor o como se le conoce

industrialmente catalisis del etileno:

C,H, +H,0—>C,H,0H

o mediante hidrocarbonilacién de metanol o conversién de gas de sintesis. Blancos
Carracedo, G.(1991); ICIDCA.(1980), Celso Sturién, (1988).

En el segundo método cualquier producto que contenga azulcares o hidratos de carbono
facilmente transformables en aztcar fermentable, almiddén o celulosa por ejemplo, pueden
servir de material de partida desde el punto de vista estrictamente teérico. Para que en la

practica se utilicen es imprescindible considerar su rendimiento y su costo.
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Para obtener etanol libre de agua se aplica la destilacién azeotrépica en una mezcla con
benceno o ciclohexano. De estas mezclas se destila a tem peraturas mas bajas el azeé6tropo,
formado por el disolvente auxiliar con el agua, mientras que el etanol se queda retenido.
Otro método de purificacion muy utilizado actualmente es la absorcion fisica mediante
tamicesmoleculares. A escala de laboratoriotambiénse pueden utilizardesecantes como el
magnesio, que reacciona con el agua formando hidrégeno y O6xido de magnesio.

(http://www.cubasolar.cu/biblioteca/energia/Energia29/HTM L/articulo07.htm ).

Su toxicologia puede afectar significativamente al sistema nervioso central, provocando
estados de euforia, desinhibicién, mareos, somnolencia, confusién, ilusiones (como ver
doble o que todo se mueve de forma espontanea). Al mismo tiempo, baja los reflejos. Con
concentraciones mas altasralentizalos movimientos,impidelacoordinacioncorrecta de los
miembros,pérdida temporalde la visién,etc. En ciertos casos se produce un incremento en
la irritabilidad del sujeto intoxicadocomo tambiénen laagresividad;en otra cierta cantidad
de individuos se ve afectada la =zona que <controla los impulsos, volviéndose
impulsivamente descontrolados y frenéticos. Finalmente, conduce al coma y puede

provocar muerte.

1.5.1 Usos del etanol.

Como combustible sirve de fuente de calor en estufas, su combustién es inodora y sin
humo. Quemado en ldam parasincandescentes brinda 3 veces y media mas luz que el mismo
volumen de petréleo quemado en una buena ldmpara. En las mezclas con otros

combustibles para producir energia.www .distillationgroup.com /distill)Albernas. (2005).
Usos generales.

En el hogar para limpieza, lavado y otros muchos usos, en hospitales es necesario para
lavados y antiséptico, en laboratorios quimicos es la sustancia m as utilizada después del
agua, como materia prima en la industria quimica, en procesos de deshidrataciéon en la
produccion de éter, etileno, dicloroetano. En la fabricacion de ésteres (acetato de etilo). En

los procesos de oxidacién en la produccién de &4cido acético, vinagre, acetaldehido,
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cloroformo. En el procesos de etilacion en la produccién de etilamina, dietilamina, acepto
fenetidina. Reaccionando con halégenos formando bromuro de etilo, antipirina, ioduro de

etilo. (Aguero Torres. (1988).

Como disolvente.

En la fabricacion de tintesy colorantespara confiteria. En los procesos de cristalizacion en
la produccion de dinitro benceno, dcido oxalico, aconito, etc. En la limpieza de piezas de
cuchilleria,joyeria,relojeria, tejidos, etc. En la fabricaciéon de barnices a partir de gom as y
resinas. Disolviendo el jab6n para producir diferentes tipos de aceites. En la obtencidén de
aceites esenciales. Para aclarary diluir recubrimientos de aeroplano, esm altes, pulimentos

para metales, barnices para metaly madera.

Como se hapodido observaren lo expuesto anteriormente,los usos del etanolson disimiles
y abarcan una gran cantidad de em pleos, de ahi que su demanda sea actualmente muy alta,
al igual que su costo de producci6én, lo que conlleva a un elevado precio del producto en la
actualidad.EIl costo de produccion se ve grandem ente afectado por el costo de las m aterias
primasque se utilizanen cada proceso de obtencién de bioetanolen particular.Esto implica
que reduciendo el costo de produccion, pudiera ser mas rentable este proceso y mas

competitivo el precio de su producto final. Campo, F. (2005).

Para el estudio de una m ateria prima nueva, poco reportada, para la produccién de etanol,
como el sorgo, hay que ir adaptando los métodos reportados en la literatura para otros
cereales,a lascondiciones de esta m ateriaprima,por lo que se impone un estudio detallado

de la mism a.

Conclusiones Parciales
1. EIl sorgo como alimento humano, y como sustrato de producci6n de etanol ha sido

poco estudiado, a pesar de las enormes ventajas que posee.
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2. Los procesos industrialespara la extraccionde almidén de sorgo, son perfectamente

adaptable, para la obtenciéon de etanol.

3. Esimprescindiblerealizarlacaracterizaciéondeletanolproducido a partir de sorgo y

los residuos del proceso.
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Capitulo Il: Analisis experimental.

2.1 Generalidades.

En la investigacion se toman como punto de partida una caracterizacion general de la UEB
Glucosa Cienfuegos, asi como los resultados obtenidos en trabajos anteriores de donde se
emplea el sorgo, por las ventajas que se sefialan para este cultivo, adem 4s de que tiene
caracteristicas muy similares a las de otros cereales empleados para la produccidén de
etanol.

La necesidad de buscar alternativas msavanzadas para enriquecerel proceso ha hecho que

se utilicen nuevas materias prima para minimizar gastos y optimizar las producciones.

El diseflio de experimento que se expone se sustenta en los estudios que actualmente se
realizan sobre el sorgo partiendo de su similitud desde el punto de vista viscoam ilogréafico

que permite la obtencién de varios productos o surtidos como los jarabes glucosados.

El almidén de sorgo empleado para este estudio es el sorgo rojo CIAP 132-R con las

caracteristicas que se muestran en la tabla 2.1.

Tabla 2.1 Caracteristicas del almidén de Sorgo Rojo CIAP 132-R.

Especificaciones Valores
Proteinas 3,3 %
Cenizas 0,32 %
Humedad 11,43
Temperatura de Gelatinizacidn 78 °¢C

2.2 Caracterizaciéon dela UEB Glucosa Cienfuegos.

La UEB Glucosa Cienfuegos es parte integrante de la Empresa Labiofam Cienfuegos
perteneciendo al Grupo Em presarialLabiofam subordinada al M inisterio de la Agricultura,
se encuentrasituadaen la Zona Industrial # 2 del Reparto Pueblo Griffo, en la provincia de

Cienfuegos,exactamenteen laperiferianoreste de laciudad cabecera.Delimitaal norte con
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la Empresa DIVEP, al este con la F&brica de hielo, Almacenes de Productos Frescos y con
la Lineade Ron Havana Rum Liqueor (HRL), porel oeste con la Carpinteriaen Blanco y el

Tallerde Omnibus Escolares y al surcon el asentamiento poblacional de Pueblo Griffo.

Esta entidad es Unica de su tipo en el pais,realizéd su puesta en marcha en 1981 después de
un periodo inversionista que duré 6 afios, con tecnologia, ALFA-LAVAL de procedencia

suecay DDS Kroyer de Dinam arca.

Su capacidad nominal fue concebida para producir diariamente 90 toneladas de Sirope de
Glucosa, 9 toneladasde Gluten, 7 toneladas de Germen, 19 toneladas de Agua de Remojo vy
21.5 toneladasde Forraje (ALFA-LAVAL, 1980),cifrasque no se han alcanzado en todo el
decursar de la fabricamotivado por faltade importacionesde la materiaprimafundam ental,
deterioro de los equipos, carencia de mantenimiento y piezas de repuesto, provocando un

desaprovechamiento de la capacidad instalada que hoy solo se aprovecha un 38 porciento.

El proceso tecnolégico actual de la UEB Glucosa Cienfuegos lo conforman las plantas de
las producciones fundamentales Almidén y Glucosa asi como las instalaciones de
producciones alternativas planta de mezclas secas, planta para produccién de siropes para
refrescos, planta de producciéon de concentrados proteicos para la alimentaci6én anim al, la

produccién de VIM ANG.

Adem &s cuenta con un sistema de facilidades auxiliares comunes a todas las plantas como
son: el sistema de generacién de vapor, que dispone de dos calderas de tubos de fuego con
una capacidad de 8 y 12 toneladas de vapor por hora respectivamente. El abasto de agua
potable serealiza medianteun complejode cisternascon una capacidad de almacenamiento
de 4 500 m° y un tanque elevado desde el cual por gravedad se abastece la industria, asi
como una planta de tratamiento de residuales, donde se procesan los residuales liquidos
generados en el proceso industrial mas los albafiales que desde su concepcién inicial no
responde a las caracteristicasde la fabricaprovocando esto que el resultado del tratamiento

de los residuales liquidos sea ineficiente.
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2.3 Variables y niveles utilizados en los experimentos.

En este trabajo se recomienda realizar el procesos de produccién de etanol a partir del
jarabe glucosado obtenido de almidén de sorgo, desarrollando un disefio de experimento
factorial compuesto en pantalla del tipo 2" donde k seria el naimero de variables
independientes para dos niveles, realizdndose 4 experimentos con 4 réplicas, conformando

un total de 8 experimentos.

2.3.1 Desarrollo Experimental.

El desarrollo experimental consta de un proceso fundam ental

1. Produccién de jarabes sorgo empleando la combinacion de enzima (a-amilasa y
amiloglucosidasa).

Las variables independientes tomada para los experimentos fueron la concentraciéon de la

enzima a- amilasa y la concentraci6on de la enzima amiloglucosidasa. En la tabla 2.2 se

muestran las variables con sus respectivos niveles.

Tabla 2.2 Variables y niveles a estudiar en el disefio.

Variables Niveles
Concentracidén de a- amilasa (X 1) 0,06-0,16 % plp
Concentracion de amiloglucosidasa (X ;) 0,375 - 0,5 % plp

Los mniveles de la variable concentracion de a- amilasa y la concentraciéon de
amiloglucosidasa fueron seleccionados sobre la base de los mejores resultados obtenidos,
en los trabajos precedentes y teniendo en cuenta experimentos reportados en la literatura
para otros cereales. Los experimentos programados, asi como los niveles de trabajo

aparecen reflejados en la tabla 2.3.
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Tabla 2.3 Program acién del disefio de experimento.

Experimento Concentracion de a- Concentracion de
amilasa (m L) amiloglucosidasa (m L)
1(+-) 0,29 0,68
2(--) 0,11 0,68
3(-+) 0,11 0,91
4(++) 0,29 0,91
5(+-) 0,29 0,68
6(--) 0,11 0,68
7(-+) 0,11 0,91
8(++) 0,29 0,91

2.3.2 Técnica general seguida para el desarrollo de los experimentos.

La metodologia seguida para el desarrollo de los experimentos consta de las siguientes
etapas:

1. Hidré6lisis del almidén enzim &atica

2. Sacarificacién enzim 4tica.

3. Filtraciéon con carb6n activado.

4. Fermentacion.

5. Filtracion.

6. Destilacion.

Hidrdélisis del almidén enzim atica: Basados en las condiciones operacionales de la UEB
Glucosa Cienfuegos en aras de optimizarel proceso fue necesario hacerleuna modificacién
a la metodologia descrita por Serna para la obtenci6n de jarabes glucosados, quedando

conformado el siguiente procedimiento:

Se realizauna suspension de almidén 35 % almidoén —agua destilada. Esta lechada form ada
se le ajusta pH hasta 6.5 debido a que el rango de acci6n de la enzima a-amilasa es de

5,5 a7 Novozymes. (2007) y se pone en una plancha con un agitador mecéanico hasta que
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alcance la tem peratura de gelatinizacion para afiadir la dosis de enzima o-amilasa que
corresponda en dependencia de la matriz experimental. Posteriormente se mantiene en
agitacién constante dejando actuar la enzima durante 2 h a 90 °c. Luego de pasado el
tiem po establecido, se deja enfriar la suspensién hasta tem peratura am biente con el fin de
ajustar el pH a 4.5 Paredes Ruiz, R.,, & Chumbe Vasquez, J. (2001) para la segunda
enzima,pues estees el pH 6ptimo de la amiloglucosidasa y para inactivar la a-amilasa que

es termoestable.

Sacarificacion enzim atica: Después de ajustado el pH al almidén licuado se calienta la
muestra hasta 60 'C, para afiadir la dosis de enzima amiloglucosidasa (AMG) en
dependencia de la matrizexperimental. Seguidamente se colocaran en las zarandas durante
48 horas a una temperatura de 60 °C.Culminado el tiem po, se somete la suspensién a un
calentamiento hasta 95 °C durante 5 minutos para inactivar la enzim a.

Filtracién con carbén activado: Una vez inactivada culmina la etapa de obtenci6n de los
jarabes, por lo que se hace necesario llevar a cabo una etapa de filtracién para separar el
m aterial s6lido (residuo) del liquido (jarabe). Esta etapa se realiza al vacio, permitiendo

obtener de esta manera el sustrato que serd fermentado para obtener los alcoholes.

Fermentacion: Los jarabes obtenidos en la anterior etapa poseen Brix y Azucares
reductores totales (ART) superiores a los establecidos para la Saccharomyces Cerevisiae
que es lalevadura que se utiliza, por lo que se realiza un balance de ART y se determina el
volumen de agua a afiadir para obtener ART de 150 g/L y entre 15y 22 Brix. Luego de
realizadala dilucién se procede a activar la levadura (3 g/L). Después de activada se afiade
a la diluciéon al igual que el Sulfato de Amonio (3 g/L), Fosfato de Amonio (3 g/L)y Urea
(3 g/L),siendo estos los nutrientes em pleados, Posteriormente se aérea durante 30 minutos
buscando el e crecimiento de las levaduras, pasado el tiempo de aereacién se tapan los
fermentadores y se deja hasta que culmine la fermentacién, se asume como criterio de
culminacién cuando el Brix se mantiene constante durante dos lecturas seguidas. Ya
concluida esta etapay losazltcares fermentablestransformadosen alcohol etilicoy diéoxido
de carbono, se mide el grado alcoholico de cada fermento por el método picnom étrico y se

analiza si es necesario realizar la destilacion.
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Filtracion o Colado: EL fermento se filtra separando el licor claro y residuo sé6lido. E|
residuo so6lido puede ser utilizado como alimento animal si se somete a un proceso de
lavado y secado debido a su pH 4cido y asi se elimina un residual s6lido que contam inaria
el medio ambiente. (Aleman, 2007). Al fermento o baticién se le determina el grado
alcoholico de acuerdo a la muestra establecida para ello.

Destilacion: EIl alcohol producido en la fermentaciénes separado del mosto por destilacidn
fraccionada en una columna de cristal de 8 platos con cazoletas de burbujeo. Se obtiene el
destilado, al cual se le mide el grado alcohélico por picnometria o alcoholimetro y por
crom atografia se determina la calidad del alcohol obtenido en una primera y Unica

destilacion.

2.3.3 M ediciones realizadas a las muestras en todo el proceso.

Determinacién de la proteina bruta (M étodo de Kjeldahl). NC.86-05:1984. Cereales.

H arinas. Determ inacién de proteinas.

El método consiste en mineralizar la muestra con 4cido sulfdarico concentrado y alcalinizar
con hidroxido de sodio. El amoniaco liberado es arrastrado por destilaciény recogido sobre
dcido bérico.La posterior valoraciéncon HCIl permiteel cadlculode la cantidad inicialm ente

presente de proteina en la muestra.

Procedimiento:

Digestion.

1. Pesar alrededor de un gramo de muestra perfectamente molida y homogenizada en un
papel exento de nitré6geno e introducirlo en un tubo de digestion.

2. Aifadir al tubo con muestra 10 g de catalizador kjeldahl, 25 mL de acido sulfarico al
96 % (d=1,84),y algunos granulo de piedra pémez tratada.

3. Colocar los tubos de digestiéon con las muestras en Bloc-digestién con el colector de
humos funcionando.

4. Realizarladigestiéna una temperatura entre 350-420 °C y un tiempo que puede variar
entre 1y 2 horas.

Al finalizar el liquido obtenido es de un color verde transparente.
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1. Dejarenfriar la muestra a tem peratura am biente.

2. Evitar la precipitacién agitando de vez en cuando.

3. Dosificar lentamente 50 mL de agua destilada en cada tubo de muestra

4. Dejar enfriar la muestra a tem peratura am biente.

5. Sicristaliza agitar o calentar ligeram ente.

Destilacion.

1. Dosificar50 mL de 4cido bérico en un erlenmeyer,y algunas gotasde indicador mixto.
Colocar el erlenmeyer en la alargadera del refrigerante teniendo la precaucién de que
esta quede sumergida dentro del 4cido bdrico.

2. Situados el tubo de muestra y el erlenmeyer con el d&cido bérico, dosificar unos 50 mL
de hidréoxido de sodio.

3. Iniciar la destilacién.

La destilaciéndebe prolongarse el suficiente tiem po para que se destilen un minimo de 150

mL,aproximadamente de 5 a 10 minutos.

Ensayo en blanco.

Después de la destilacion de una muestrarealizarun ensayo en blanco, aplicando el método

descrito, pero utilizando 5 mL de agua destilada.

Valoracion.

Valorarcon 4cido clorhidrico 0,25 N el destilado obtenido, hasta que la solucién retorne de

verde a violeta. Calcular la cantidad de nitrégeno detectado.

1,4xNx(V; —V,)
P

% Nitrogeno =

% Proteina = % Nitrégeno x F

siendo:

P: Peso en gramo de la muestra.

Vi:Volumende H;SO,4 consumido en la valoracién de la muestra (mL).

N: Normalidad del H,SO 4.

Vo: Volumen consumido en la valoracién del blanco (mL).

F: Factor de conversion para pasar de contenido en nitré6geno ha contenido en proteinas.

Para la proteina bruta acostumbra a usarse un valor de 6,25. Para mayor exactitud,
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distinguiendo la calidad de proteina segun la naturaleza de la muestra, pueden em plearse
otros factores de conversion.
Determinaciéon de la ceniza NC-1SO 2171:2001. Cereales y productos de cereales

molidos.

Este método se utilizapara la determinacidondelcontenido de ceniza en el almidén nativo y
modificado. Las pequefias cantidades de sales inorgéanicas que contiene el almiddén se
determinan gravim étricamente, luego de incinerar la parte organica en una mufla, previa

carbonizacidén.
Procedimiento:

Se pesan (5 £+ 0.1) g de la muestra en un crisol previamente tratado a 525 °C durante 20

minutos enfriado y tarado.

Se calienta suavemente en una plancha eléctrica o un mechero de gas hasta que esté
. 0 P
completamente carbonizado. Se coloca en una mufla a 525 C hasta que esté libre de

carbén (2 horas suelen ser suficientes). Se enfria en desecadora y se pesa.

Expresion de los resultados.

M étodo para los céalculos: El contenido de ceniza se calcula por la férmula siguiente:

Cx 100

U4 ceniza =
M

donde:
C- masa de la ceniza, en g.
M - masa de la muestra, en g.

Aproximacion de los resultados: Los resultados se dan aproximados hasta la milésim a.
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Determinacién de pH. M étodo potenciom étrico.

El término pH es laforma de expresar la mayor o menor acidez de una solucion en funcidn
de la actividad de los iones hidrégeno. La determinacién se basa en medirelcambio en la
concentracién hidrogeni6onica mediante una variaciéon en el voltaje detectado por los
electrodos del equipo. (M ACU, 1986).

Expresiéon de resultados

La lectura anotada es el valor del pH de la muestra.

Determinacién del Brix (M étodo refractémetro).

Este método se utiliza como método fundamental para la determinacién de los so6lidos

disueltoscontenidos en lalechadade almidoén,utilizando un refractémetro con escala Brix.

Expresiéon de resultados

La lectura anotada es el valor que corresponde al °Bx de la muestra, expresado en

porciento.

Determinacion de la tem peratura de Gelatinizacién. Técnica usada (G race, 1977).

Los granulos de almidén son insolubles en agua fria; cuando se calientan en soluci6én a

tem peraturas altasalcanzan una temperatura especifica en la cual se inicia el hincham iento

de los granulos. Esta tem peratura es Illamada tem peratura de gelatinizacion.

Procedimiento:

1. Pesar 10 g de almidén en base seca (bs) disolver en agua destilada y completar a 100
mL.

2. Calentar agua en un vaso de precipitado de 250 mL a 85 °C.

3. Tomar 50 mL de lasuspensién en un vaso de precipitado de 100 mL.

4. Introducir el vaso de precipitado con la muestra en el agua a 85 °C.

5. Agitarcon eltermémetroconstantementela suspensién de almidén hasta que se form a
una pasta y la temperatura permanezca estable porunos segundos.

6. Leerlatemperatura de gelatinizacion.

Calculos e interpretacion de los resultados

La temperatura de gelatinizaciéon se lee directamente en el term 6m etro.
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Determinaciéon de la humedad.

La determinacién de la humedad por este método se basa en la diferencia de pesadas
después de estar expuesta la muestra a la deshidratacion. (M ACU, 1986).

Procedimiento:

1.Se pesan aproximadamente 5 g de la muestra que se va a analizary se introducen en una
mufla previamente tarada.

2.Secolocala muflaenuna estufaa 100 ° C durante 1 h.

3.Secoloca la muestra en la desecadora para que se enfrie, y luego se pesa.

4. El procedimiento se repite hasta que el peso sea constante.

Cada determ inacion de humedad debe realizarse con una réplica.

Expresion de los resultados:

Humedad (%) = (A-B)/C

donde:

A - Peso de la mufla, mas el peso de la muestra.

B - Peso constante

C - Peso de la muestra exactamente.

Determinacién de AzlUcares Reductores Totales (ART en g/L).

Este se basa en la relaciénlineal que existeentre la absorbanciay la concentracion segtn la
ley de Lamber - Beer, siendo la absorbancia medida proporcional a la concentraciéon de

azlcares reductores presentes en la muestra.

Procedimiento:

1. Se afiade a un tubo de ensayo 1 mL del sobrenadante centrifugado y se afiaden 2 mL de

la solucién de reactivo 3,5 — Dinitrosalicilico mezclando bien.

2. Se colocan los tubos de ensayo en bafio de agua hirviendo durante 5 minutos,

extrayéndose posteriormente y dejadndose enfriar hasta tem peratura am biente.
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3. Se enrasan todos los tubos de ensayo hasta 10 mL con agua destilada y se lee en el
espectrofotocolorimetro a 540 nm contra un blanco preparado con 1 mL de agua destilada

el cual debe sufrir la misma técnica operatoria. (Herrera A.1989).

Determinacién del equivalente de dextrosa (ED).

Este método se utilizapara la determinacién del contenido de azlGcares reductores de todos
los hidrolizados de almidén y siropes de glucosa preparados mediante conversiéon éacida,
enzim atica o la combinacién de ambas.

Se llenauna buretacon la solucién de la muestra.Se pipetean 25 mL exactos de soluciénde
Fehling en un frasco c6énico de 250 mL y se afladen algunos ebullidores. Se adiciona la
solucion de la muestra hasta 0,6 mL antes del punto final esperado (determinado mediante
una valoraciéon preliminar).Se calienta sobre un mechero de gas (6 plancha eléctrica
preferentemente) graduado de forma tal que el punto de ebullicién se alcance a los 2
minutos. Al comenzar la ebullicion se pone en marcha un cronémetro y se deja hervir
moderadamente por 2 minutos, rapidamente se affade 2 gotas de indicador de azul de
m etileno y 2 de la solucién de muestra. Se espera 5 segundos y se observa una coloracién
de la solucién. Se contintGa afladiendo 2 gotas de la muestra a intervalos de 5-10 segundos
hasta obtener que el color azul desaparezca y el liquido sobrenadanta quede incoloro sobre
el precipitado rojo. La valoraciéon deberd completarse en 60 segundos, de manera que el
tiem po totalde ebulliciéndesde que se puso en marcha el cronémetro sea de 3 minutos. En
ningdn momento durante la valoracién deberd agitarse el frasco cénico o retirarse de la
fuente de calor. EIl punto final podréa apreciarse mejor si la valoracién se realiza frente a un

fondo blanco y con buen alum brado artificial.

M étodo para los céalculos.

El contenido de azGcares reductores de las muestras expresadas como dextrosa se calcula

por la formula siguiente:

25 xf

04 azlicares reductores =
mxa
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donde:

f: factor (Anexo A)

m: masa de la muestra inicial pesada, en g.

a: volumen de muestra diluida consum ido en la valoracién, en mL.

El equivalente de dextrosa se calcula por la formula siguiente:

250xfx10
D="—""_

MmiXxaxs
donde:
f: factor
m: masa de la muestra inicial pesada, en g.
a: volumen de muestra diluida consum ido en la valoracién, en m L.
s: contenido de sustancia seca de la muestra inicial, en por ciento.
Los resultados se dan aproximados hasta la centésim a.

Determinaciéon de la concentraciéon de Etanol.

M étodo Picnom étrico

Se toman 100 mL de fermento,mas 50 mL de agua destilada y ambos son adicionados a un
balén, se calienta y se hace que la mezcla ebulla, a través de un condensador, se recoge un
volumen de 50 mL de destilado en un matraz de 100 mL y se enrasa con agua destilada.
Con este producto se procede a realizar los anélisis de medicion del grado alcoholico que
consiste en realizar un conjunto de pesadas al picndém etro, vacio, con agua destilada y
hervida, y con el destilado. Entonces a través de la férmula se obtiene la gravedad
especificay con ese valor se va a la tabla Determinaciéon del alcohol en volumen y en peso

por ciento segtn K. W indish,a 15 °C donde se obtiene el valor del grado °GL. (Anexo B).
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Todo el procedimiento se realizé a 15 °C pues a esa tem peratura es a la que viene referido

el valor del grado alcoho¢lico.

S

0.99913(C - A)/ (B - A)

S - gravedad relativa

A — peso del picnémetro vacio

B

C

— peso del picnémetro con el agua destilada y hervida

— peso del picnémetro con el destilado

Conclusiones Parciales.

EIl disefio de experimento seleccionado, fija los pardmetros de concentracién de las
enzimas como variables independientes, a partir de resultados de su estudio en otros
cereales.

Las técnicasanaliticasem pleadaspermiten realizar una caracterizaciéon de los sustratos
y el producto final.

La metodologfa aplicada para el desarrollo de los experimentos en 4 etapas, constituye
la base para el escalado industrial del proceso de obtenci6n de etanol a partir del sorgo.
Las propiedades viscoamilograficas del almidén de sorgo, permiten la aplicacién de
técnicas analiticas de determinacién de pardametros similares a otros cereales como el
maiz, cebada y otros.

El estudio detallado del sorgo como materia prima para la produccién de etanol,
permitirdla adecuacién de método y etapas del proceso productivo para la optimizacién
de costo y rendimientos.

El diseflo de columnas de destilacién para pequefias volimenes, mediante la ecuacidn

de HETP, es satisfactorio utilizando altas relaciones de reflujo.
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Capitulo Ill: Analisis de los resultados.

3.1 Generalidades.

En este capitulo se muestran los resultados de la etapa de obtencién de jarabes glucosados,
destacando en ello la influencia de las concentraciones de las enzimas sobre el

comportamiento del Brix (Bx),y el Equivalente de Dextrosa (ED).

Auxiliandose del software Statgraphic se realiza el andlisis de la interaccién entre las
diferentes variables y se obtienen los modelos que describen el comportamiento en esta

etapa.

3.2 Resultados obtenidos.

3.2.1 Comportamiento del brix en la etapa de licuefacci6on.

Los resultados de los brix durante la etapa de licuefaccién se muestran en la tabla 3.1.

Tabla 3.1 Determinaciones de Bx en la etapa de licuefaccién.

Etapa de licuefaccidn
Experimentos Brix1h Brix2h

1 273 37.7
2 25,9 29.6
3 25 27.6
4 27.7 36.8
5 27.5 36.9
6 254 33.1
7 25,5 295
8 294 35

Los valores medios del brix para esta etapa reportado por la literatura oscilan entre
o . Z z
31-35 Bx, se observa que los experimentos 6 y 8 son los mas cercanos a los estandares

reportados, no siendo asi para los restantes.

Las condiciones en las que se realizan los experimentos en el laboratorio propician que
ocurra evaporacién, lo que trae como consecuencia que haya mayor concentracién de
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s6lidos, desvariando de esta manera el brix. A escala industrial esto no sucede producto a
que lalechada de almidén entra alconvertidorcon un Baumé de 17-17,5 que equivale a 31-

35 "B x y se mantiene constante las dos horas del proceso.

En la mismasecuenciadel proceso en la que se desarrollan los experimentos que coinciden

con las etapas del flujo tecnolégico se muestran los resultados en la etapa de sacarificacion

en la tabla 3.2.

Tabla 3.2 Determ inaciones de Bx en la etapa de sacarificacion.

Etapa de sacanficacion

Experimentos Brix 24 h Brix 48 h
1 485 52
2 441 464
3 44 48
4 475 538
3 48 52.1
6 443 46_8
7 445 49
8 478 54

Los experimentos 1, 4, 5, 8 muestran valores similares a los reportados, atn cuando las
condicionesen el laboratoriono replican totalmente lascondiciones de agitaciéon y régimen

isotérmico del proceso industrial.

Los jarabes obtenidosadem &ds de cum plirtodas las especificaciones desde el punto de vista

visual muestran valores de brix en el intervalo 6ptimo para su utilizacién en préximas

etapas,ya sea evaporaciéon o fermentacion segun se muestra en la tabla 3.3.
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Tabla 3.3 Determ inaciones de Bx en los jarabes.

I £s
Experimentos Brix

1 50,5
435
45.6
51.6
50.9
443
474
52.8

GO =] O L | W

En la figura 3.1 y 3.2 se evidencian el comportamiento del Brix para cada experimento,

analizdndose las etapas de licuefaccién, sacarificacion y jarabe.

El experimento 4 con 0.29 mL de Termamyly 0,91 mL de AMG muestra los mejores
resultados corroborado por la réplica, experimento 8, aspecto que define estas variables

como las 6ptimas para su aplicacién en el escalado industrial.

Brix vs Experimentos

60
40
X
@
20
0
1 2 3 4 5 6 7 8
B Licuefaccion | 37. [ 29. | 27. | 36. | 36. | 33. | 29.| 35
m Sacarificacion| 52 | 46. | 48 | 53. [ 52. | 46. | 49 | 54

Fig.3.1 Comportamiento del Brix en las etapas de licuefaccion y sacarificacidéon.
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Brixvs Experimentos

60

50

40

30

Brix

20

10

0

M Jarabes| 505 | 435 | 456 | 51.6 | 509 | 44.3 | 474 | 5238

Fig.3.2 Comportamiento del Brix en el jarabe obtenido.

Como se puede apreciar am bas figuras reflejan el com portamiento del brix en cada etapa
donde se observa el aumento del brix de la etapa de licuefaccion a la de sacarificacion,
diferente a lo que sucede en el proceso industrial que para una misma etapa el brix se

m antiene constante.

3.2.2Comportamiento del equivalente de dextrosa (ED).

Unos de los parametros fundamentales que indican la capacidad fermentecibles del jarabe

es el ED cuyos resultados se encuentran en la tabla 3.4.

Tabla 3.4 Determinacién de Equivalente de Dextrosa.

Experimentos | Peso dela mL Factor Brix ED
muestra | consumidos
(s)
1 4.6 17.7 1202 303 73.1
2 4.3 19.8 1203 435 776
3 4.6 17.9 1202 45.6 20,0
4 4.6 17.7 1202 316 71,32
3 4.6 17,3 1202 309 73,34
6 4.4 19.6 1203 443 7872
7 45 17.6 1202 474 80,05
3 45 16.8 1202 328 7528
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Los valores obtenidos en los experimentos son inferiores a los valores patrones de los
procesos industriales motivados por las iguales condiciones del laboratorio explicadas en
las etapas de licuefacciéon y sacarificacion. Los experimentos 3y 7 muestran resultados

semejantes al proceso industrial.

3.3 Resultados del comportamiento del Brix y los Equivalentes de
Dextrosa.

Al realizar el procesamiento estadistico de las variables respuesta brix y equivalentes de
dextrosa de los jarabes obtenidos seglin el software STATGRAPHICS CENTURION XV II

puede apreciarse un comportamiento similar en estas variables:

El modelo de regresion obtenido para el brix com o variable respuesta fue:

Brix = 48,2238 + 3,02375*Termamil+ 1,12625*AMG -0,17375*Termamil*AMG

L. ., 2
Con un coeficiente de correlaciéon R 97,3479 %

Segun la tabla ANOVA del anexo y el diagrama de Pareto puede apreciarse que ambas
variables independientes tienen un efecto significativo positivo en el brix, en cambio sus
interacciones influyen negativamente, debido a que en todo el proceso estas actlGan por

separado.

En la aplicabilidad de este modelo para el escalado industrial es importante definir el
tiem po de trabajo de la alfam ilasay su concentracional igual que la AM G pues determinan

de manera significativa los valores e intervalo 6ptimo para el brix.



Capitulo IIl: Anéalisis de los resultados &

Diagrama de Pareto Estandarizada para Brix

A:Termamil [

B:AMG

AB

0] 3 6 9 12 15
Efecto estandarizado

Fig.3.2 Comportamiento del Brix obtenido en el anéalisis estadistico.

El modelo de regresion obtenido para ED como variable respuesta fue:

ED =76.2025 -2.895*Termamil+ 0.52*AMG -0.4225*Termamil*AMG

Con un coeficiente de correlacion RZ: 94.415 %

Aunque mantiene unacorrelacién alta,que corrobora la utilizacién de cada enzima segun la
etapa que se define, la alfam ilasaen una primeracetapa para larupturade lacadena larga del
almidéony porende con una accién positivasobre el ED dentro de rangos permisibles hasta
su inhabilitacién que comienza a influir la AMG &en la etapa de sacarificacién con

incrementos progresivos del ED .

A nivel de proceso es necesario entonces optimizar los valores de las concentraciones para

m antener los valores operacionales que el proceso demanda.
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Diagrama de Pareto Estandarizada para ED

A:Termamil

B:AMG

AB

o
N

4

Efecto estandarizado

Fig.3.3 Comportamiento del ED obtenido en el analisis estadistico.

3.4 Resultados de la fermentacién.

Tabla 3.5 Comportamiento de la fermentacidén.

Jarabes Fermentacién
Exp. Brix ED Brix Tiempo Rendimiento Productividad
final de °G L (L/kg) (g/L-h)
fermento
1 50,5 73,08 8 32 5,20 0,027 1,63
2 43,5 77,59 8,2 32 5,0 0,021 1,56
3 45,6 80,03 7,3 32 6,34 0,032 1,98
4 51,6 71,53 7,6 32 8,81 0,042 2,75
5 50,9 73,34 8,8 32 8,6 0,047 2,68
6 44,3 78,72 7,0 32 6,79 0,038 2,12
7 47,4 80,5 7,5 32 10,09 0,039 3,15
8 52,8 75,28 6,4 32 7,65 0,035 2,39
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3.5 Caracterizacion del alcoholobtenido.

Setomoé la mejormuestraen grado alcohdélico 10,09 y se destilé6 en una columna de cristal
de laboratorio de 8 platos con cazoleta de burbujeo. Se extrajo una muestra de cabeza de 15
mL y el alcohol centro en dos fracciones. La muestra de cabeza y la primera de alcohol
destilado fueron caracterizadas por crom atografia de gases en el Centro de Investigaciones

Agropecuarias de la UCLV obteniéndose los resultados de la tabla 3.6.

El equipo para el anéalisis del alcohol fue un cromatégrafo de gases PYE -Serie 304,

equipado de una columna empacada de vidrio de 2,5 m x 5 mm d.icon Carbopack B.

Los reactivos estandares usados son de alta pureza superior al 99 % , de firm as productoras
con Sistemasde Gestion de la Calidad acreditados segun lasnormasISO,con certificadode
pureza y libre de otras impurezas de congéneres del etanol, comprobada en una prueba de
diluciéon analizada por crom atografiade gases en similarescondiciones de analisis que para

las muestras. El agua usada cumple con la NC-1S0O-3696:2003.

La metodologia empleada para la caracterizacion de las muestras es la empleada para la
determinacién de la calidad de las bebidas alcohélicas destiladas, aguardientes y alcohol

etilico por crom atografia gaseosa. NC 508:2007

Tabla 3.6 Caracterizacion del alcohol por crom atografia de gases.

Acetaldehido Acet M etanol | Propanol Isoam ilico
Etilo
M uestra °G L mg/100 m |l mg/100 mg/100 mg/100
aa mg/100 milaa mlaa mlaa
mlaa
Cabezas 80 309 50,8 5,6 0 0
La 60 51,56 94,92 3,69 2,95 0
destilada
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3.5.1 Analisis del alcohol producto.

En los analisis cromatograficos realizados a la muestra se observa que los componentes
encontrados coinciden con los que acompafian al etanol obtenido a partir de malazas es
decir acetaldehidos, acetato de etilo, propanol, isoamilicoy metanolen menor cuantia. En
las cabezas separadas a la muestra aparecen en mayor proporcioén el acetaldehido y el
acetato de etilo, lo cual es légico debido a que son las impurezas mas volatiles que
acompafian aletanol,sin embargo el acetato de etilo aparece en mayorcuantiaen el alcohol
centro lo que indica que no se extrajo la suficiente proporcién de cabezas debido a que este
es una impurezapresenteen los alcoholesobtenidos por fermentaciéon,que es inversamente
proporcional al grado alcohodlico y se dificulta ma&s su extraccion, al igual que el metanol
que es una impureza hibrida, que se comporta como cabeza o cola y es directamente
proporcional al grado alcohoélico. Por otro lado el grado alcoho6lico obtenido de 60 ‘GL se
corresponde con una flema o aguardiente, sin rectificar, solamente destilado, sin em bargo

por las impurezas se corresponde con un alcohol técnico. Segln (Anexo E).

3.6 Disefio de la columna.

Para el alcohol técnico obtenido se propone el disefio de una columna de destilacion para
pequefia escala. EI método de cadlculo usado para determinar la altura de em paque (Z) que
debia Ilevar la columna para lograr la separacion deseada fue el de HEPT, para ello es
necesario determinar el niumero de platos tedricos (Npt), para la separacion fijada por
cualesquiera de los métodos de la literatura, para con este nitmeroy la HEPT determinar Z

por:

Z = Npt*HEPT
Para el céalculo del HEPT se utilizé una expresién como una aproximacién o prueba, ya que

es utilizada para el estudio de mezclas de hidrocarburos y para la evaluaciéon de columnas.

La expresion fue llevada al sistem a internacionaly qued6é como:
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d .2 2,96x10° <G’
HETP :M—tx 44,94><(G ) + . ~\0.75 0.5

° HP =< D x L |
yn pr>xD

donde:

HEPT: altura tedrica del plato (m).

dt: didm etro de la torre en m .

M : masa molecular del vapory el liquido.

G'y L': Flujos masicos superficiales del vapor y el liquido, en kg/s-m z
P: presiéon absoluta en atm .

D:difusividad, m ’/s.

p: Viscosidad del liqguido, en Pa*s.

pL: densidad del liquido, kg/m 3.

HP: 16 (¢« * mL/pL).

o: volatilidad relativa de la solucién

Para un fermento de 7 GL (5 %) obtenidos en el laboratorio, y considerando liquido

saturado se tiene para el disefio de la columna los siguientes resultados.
Para una caldera de 20 L y asumiendo 4 horas de trabajo se tiene:

< Flujo de alimentaci6on: 5 L/h.

b

Composicion alimentaciéon vapor: 5 % masa de etanol (7 ‘GL de liqguido de acuerdo a

K

-

resultados experimentales).

X

-

Composicion en destilado: 65 % masa de etanol (70 0 GL).

% Relacion de reflujo: 11. Se necesitan altas relaciones de reflujo para obtener altos
grados alcoholicos de un fermento.

< Diédmetro de la columna: 0,0508 m (2 pulg).

%« Empaque anillos ceramicos: 9.5 x 9.5 x 1,5 mm (3/8 pulg.).
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Se determindé el nimero de etapas tedricas por el método de Mc Cabe-Thiele (m =3 etapas)

y en la zona de agotamiento segln la ecuacién, donde m es el calculado por Mc. Cabe.

log :((vmv _::é (1—K)+ A
” o T

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 3.7:

Tabla 3.7 Resultados obtenidos paracel disefio.

Pardmetros Seccibn Seccibn
enriquecedora empobrecedora
- . . 2
Flujo liquido kg/sm 3,9 8,76
. 2
Flujo vapor kg/sm 0,75 0,54
Area (m) 0,0014 0,0014
Volatilidad relativa 2,33 11,6
HEPT(m) 0,30 0,22
NUmero etapas tedricas 5,75 3,75
Altura de empaque(m) 1,22 0,40

De esta forma resulté una columna de dos m de altura de em paque. EIl equipo com pleto
constade lacolumnaempacada con anillosrasching de porcelana, pudiéndose alimentar en
dos formas: liquido y vapor, dos calderas de 20 L de capacidad cada una; de estas, una de
ellas es la propia de la columna y la otra es la empleada para alimentaciéon cuando se hace
en forma de vapor .Un condensador, un sistema de reflujo por gravedad, accesorios

(valvulas, term 6metros y resistencias eléctricas de 2,5 kW .
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Conclusiones Parciales
1-Los valores de Brix obtenidos en las etapas de licuefacciéon y sacarificacion refieren

cifras semejantes a los parametros del proceso industrial.

2-Laecuaciénde la HEPT se ajustaperfectamente para el disefio de columnas de pequefios

y medianos flujos de alimentacién.

3-Los modelos obtenidos para cada una de las variables describen con alta linealidad la

interaccién con los factores con coeficientes de determ inacién superiores a 90 % .
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Conclusiones Generales.

Conclusiones Generales.

1-

4-

El proceso de produccién de la UEB Glucosa permite la obtencidon de jarabes
glucosados a partir de sorgo, sin significativos cam bios tecnolégicos corroborando

lo reportado en la bibliografia que aporta el estudio.

Los jarabes obtenidos de sorgo presentan valores similares a los jarabes nativos de

m aiz lo cual permite aplicar procesos industriales de obtencién idénticos.

Los modelos estadisticos describen con alta linealidad la interacciéon de las

variables y los factores seleccionados en el disefio.

4- La ecuacioén de la HEPT se ajusta perfectamente para el disefio de columnas de

pequefios y medianos flujos de alimentacién.

El alcohol obtenido responde a especificaciones de grado técnico segln norma

establecida.
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Recomendaciones

Recomendaciones.

1-

2 -

Realizarevaluaciéntécnico —econémico para el escalado industrial de la produccién de

jarabes glucosados del sorgo.

Proponerel escalado a nivelde planta piloto para evaluarla obtenciénde etanola

partirdel sorgo.
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Anexos

Anexos.
Anexo A
M étodo Eynon y Lane. Tabla de dextrosa.
b
mL de Factor de dextrosa. * mLde Factor de dextrosa. *
solucion de solucion de
. Paral0 mLde Para 25 mLde . Paral0 mLde Para 25 mLde
azucar i - azucar . -
] solucion de solucion de . solucién de solucién de
requerido. ) - requerido. - X
Fehling. Fehling. Fehling. Fehling.
15 49,1 120,2 23 49,7 1204
16 49,2 120,2 24 49,8 120,5
17 49,3 120,2 25 49,8 120,5
18 49,3 120,2 26 49,9 120,6
19 49,4 120,3 27 49,9 120,6
20 49,5 120,3 28 50,0 120,7
21 49,5 120,3 29 50,0 120,7
22 49,6 120,4 30 50,1 120,8

*mg de dextrosa correspondientea 10y 25 mL respectivamentede solucién Fehling.




Anexos

Anexo B

Tabla para determinacion del grado alcohélico por picnometria.
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Anexos

Andalisis de Varianza para Brix

Anexo C: Andlisisestadisticodel disefio experimentaldel jarabe. (OBx).

Fuente Suma de G 1 Cuadrado Razén-F | Valor-P
Cuadrados Medio

A:Termamil 73,1445 1 73,1445 167,82 0,0010

B:AM G 10,1475 1 10,1475 23,28 0,0170

A B 0,241513 1 0,241513 0,55 0,5106

bloques 1,43651 1 1,43651 3,30 0,1671
Error total 1,30754 3 0,435846

Total (corr.) 86,2776 7

R-cuadrada = 98,4845 porciento

R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 97,3479 porciento

Error estandar del est. = 0,660186

Error absoluto medio = 0,32625

Estadistico Durbin-W atson = 2,58299 (P=0,6867)

Autocorrelacién residual de Lag 1 = -0,30359

El StatAdvisor

La tabla ANOVA particiona la variabilidad de Brix en piezas separadas para cada uno de
los efectos. Entonces prueba la significancia estadistica de cada efecto comparando su
cuadrado medio contra un estimado del error experimental.

una valor-P menor que 0,05, indicando que son significativamente diferentes de cero con

un nivel de confianza del 95,0 % .

En este caso, 2 efectos tienen



Anexos

El estadistico R-Cuadrada indica que el modelo, asi ajustado, explica 98,4845 % de la
variabilidad en Brix. El estadistico R-cuadrada ajustada, que es mas adecuado para
comparar modelos con diferente nitmero de variables independientes, es 97,3479 % . EI
error estandardel estimado muestraque la desviaciéon estandar de los residuos es 0,660186.
El error medio absoluto (M AE) de 0,32625 es el valor promedio de los residuos. EI
estadistico de Durbin-W atson (DW ) prueba los residuos para determinar si haya alguna
correlacion significativa basada en el orden en que se presentan los datos en el archivo.
Puesto que el valor-P es mayor que 5,0 %, no hay indicacién de autocorrelacion serial en

los residuos con un nivel de significancia del 5,0 % .

Anexo D: Anéalisisestadisticodel disefio experimentaldel jarabe. (ED).

Analisis de Varianza para ED

Fuente Suma de G Cuadrado Razén-F Valor-pP
Cuadrados M edio

A:Termamil 67.0482 1 67.0482 45.97 0.0066

B:AMG 2.1632 1 2.1632 1.48 0.3103

A B 1.42805 1 1.42805 0.98 0.3954

blogques 3.3282 1 3.3282 2.28 0.2281
Error total 4.3755 3 1.4585

Total (corr.) 78.3432 7

R-cuadrada = 94.415 porciento

R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 90.2262 porciento

Error estandar del est. = 1.20768

Error absoluto medio = 0.615
Estadistico Durbin-W atson = 1.98519 (P=0.4055)

Autocorrelaciéon residual de Lag 1 = -0.16621



Anexos

El StatAdvisor

La tabla ANOVA particionala variabilidad de ED en piezas separadas para cada uno de los
efectos. Entonces prueba la significancia estadistica de cada efecto comparando su
cuadrado medio contra un estimado del error experimental. En este caso, 1 efectos tienen
una valor-P menor que 0.05, indicando que son significativamente diferentes de cero con

un nivel de confianza del 95.0 % .

El estadistico R-Cuadrada indica que el modelo, asi ajustado, explica 94.415 % de la
variabilidad en ED. El estadistico R-cuadrada ajustada, que es mas adecuado para
comparar modelos con diferente nitmero de variables independientes, es 90.2262 % . EI
error estandar del estimado muestra que la desviacién estandar de los residuos es 1.20768.
EIl error medio absoluto (M AE) de 0.615 es el valor promedio de los residuos. El
estadistico de Durbin-W atson (DW ) prueba los residuos para determinar si haya alguna
correlacion significativa basada en el orden en que se presentan los datos en el archivo.
Puesto que el valor-P es mayor que 5.0 %, no hay indicacién de autocorrelacién serial en

los residuos con un nivel de significancia del 5.0 % .

Anexo E: Normas de calidad para los alcoholes.

Especificaciones Si;[;uﬁflfllu Alcohol fino J1?Lél:::I':l'l::ui;l ili: g{:ftlu
A B A B

Crado alc;?g” sl ggze | 96 | 9ss | 95 | 93 | 995993
Tietnpo de I:i;l;li';rlanganatu:u A7) * 55 55 5 . )
{tng E’l;&?i?:zé::i?:tsﬁl_, a. a) 13 1o 30 30 22 )
{mg acﬂggﬁgnsﬂ_, a.a) & 12 20 30 ) ’
Alc uh{nvﬂljgj lsgﬂnres 4 55 m 150 ) )
-~ a’if;f;;’flﬁ;ﬂ 22 20+ 35 35 | 100 | 6085 :




