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Resumen

En el presente trabajo se desarrollaron experiencias de laboratorio a efectos producir bioetanol a
partir de almidén de maiz mediante el desarrollo completo de la secuencia de operacion que se
corresponde con la tecnologia de licuefaccion con sacarificacion y fermentacion simultaneas
(SSF). Se propone como objetivos evaluar la eficiencia y el rendimiento en la produccion de etanol
utilizando mostos de alta concentracion de sélidos (contenido en materia seca superior al 25%).

Para realizar los ensayos se utilizaron enzimas de uso industrial de Gltima generacién producidas
por la empresa Danisco (Div. Genencor, alfa y glucoamilasa marca Spezyme Alpha™ y Distilla-
se™ SSF), levaduras Ethanol Red™ de la empresa Fermentis (Division of S.I.Lessaffre) y antibac-
terianos tanto natural (IsoStab™) elaborado por la empresa BetaTec como también virginiamicina
(Lactrol™) de Phibro Ethanol Performance Group a efectos de garantizar un control de contamina-
cién de las bacterias Gran Positivas.

Se analizé cuantitativamente el rendimiento en bioetanol mediante un control indirecto tal como la
evolucion del descenso de peso de las muestras, por eliminacién de didxido de carbono y median-
te andlisis de variabilidad en °Brix, lo cual permitié6 un seguimiento del aztcar producido por hidré-
lisis y consumido durante la fermentacion del mosto. Tales parametros fueron evaluados frente a
variaciones en la dosificacion de enzimas y levadura y distintas granulometrias de molienda.

Se han alcanzado y evaluado distintos rendimiento de fermentacion los cuales son analizados
frente a las variaciones de los parametros considerados y condiciones operativas. Se obtuvieron
resultados que avalan la conveniencia de trabajar con concentraciones elevadas (del orden de
35% sdlidos) y con granulometria fina para una mejor performance del proceso, evaluandose al
mismo tiempo algunas dificultades que presenta el operar a tales concentraciones.

Introduccion

El proceso de obtencién de etanol comienza con la conversion enzimatica de almidén a glucosa
usando mezclas de enzimas que actlan en diferentes etapas de su hidrélisis. Para la licuefaccién
se utiliza a-amilasa, a fin de romper el almidén en dextrinas y reducir rapidamente la viscosidad
del mosto. En la sacarificacion se emplea glucoamilasas, transformando las dextrinas en azucares
fermentables, esta etapa ocurre de manera simultanea con la fermentacion producida por las le-
vaduras Saccharomyces cerevisiae, que finalmente convierten a estos azucares en etanol. La
bioconversion 6ptima de azlcar a alcohol exige una cepa de levadura capaz de tolerar altas con-
centraciones de etanol, porque este inhibe la multiplicacién y los procesos de fermentacion.

Para realizar los ensayos se utilizaron enzimas de uso industrial de Ultima generacion, cepas de
levadura que toleren elevada concentracion de alcohol y presibn osmotica y antibacterianos dis-
ponibles en el mercado a efectos de garantizar un control de contaminacion de las bacterias gran
positivas. Altos nimeros de estas conducen a la disminucion del crecimiento y del metabolismo de
las levaduras debido a la competencia por los nutrientes disponibles y la excrecion de metabolitos
téxicos como el acido lactico. La evolucion de los parametros durante la licuefaccion, sacarifica-
cion y fermentacién fueron monitoreados durante el proceso y finalmente el rendimiento en etanol
y consumos especificos fueron calculados para estimar la eficacia del proceso.



Las experiencias que se han desarrollado, a escala laboratorio fueron realizadas aplicando proto-
colos de ensayos que responden a metodologias semejantes a las propuestas por la empresa
Fermentis (Division of S.l.Lessaffre).

En la actualidad se esta desarrollando las primeras experiencias en un bioreactor de escala piloto
en donde se procedera a analizar el comportamiento para rangos de concentraciones semejantes,
esto es de 25 a 35 % p/p de sdlidos totales.

Materiales y Métodos

Los pasos previos necesarios para comenzar con las experiencias consisten en la determinacion
del contenido de almidén, segin método oficial AOAC 920.44 y 906.03 (AOAC, 1998) y de hume-
dad (método gravimétrico) del maiz a utilizar. Una vez obtenidos los mismos se procedié con la
molienda que tiene como propoésito romper el grano llevandolo a una granulometria adecuada pa-
ra facilitar la penetracion posterior del agua en el proceso de coccién. Las distintas granulometrias
alcanzadas en comparacion con la detallada en bibliografia especifica se detallan en la tabla 1.

Tabla 1: Granulometria recomendada vs. obtenida en distintos tipos de molinos.

Mallas (Kelsall y Lyons, 2003). Granulometria 1 (fino) Gra nulometria 2 (grueso)
12 3.00 14.76 31.95
16 8.00 30.78 25.61
20 36.00 17.80 14.03
30 20.00 8.70 6.96
40 14.00 8.73 7.91
60 12.00 6.25 7.54
Fondo 7.00 12.97 6.00

La preparacion del mosto consiste en la mezcla de agua, maiz molido y una dosis de enzima (o-
amilasa) que luego es cocida en un recipiente ligeramente presurizado alcanzando los parametros
de tiempo temperatura necesarios para producir la gelatinizacion del almidén, en donde los granu-
los del mismo comienzan a absorber agua e hincharse perdiendo de esta manera su estructura
cristalina. Una vez realizada la coccién se realiza un flasheo del mosto por un periodo corto de
tiempo hasta ajustar el contenido de solidos de acuerdo a necesidades de proceso (Kelsall y
Lyons, 2003).

Los pasos siguientes consisten en el enfriamiento del mosto y agregado de la dosis restante de o-
amilasa, procediéndose a medir la concentracién alcanzada en Brix como condicion de partida
del proceso SSF. Luego se contindo enfriando y ajustando el pH de manera de poder agregar la
glucoamilasa y la levadura previamente hidratada. En la tabla 2 se puede observar las especifica-
ciones de las enzimas y levadura utilizadas (Power, 2003).

Tabla 2: Especificaciones de las enzimas y levaduras.

Enzimas Levadura
Tipo a-amylase | Glucoamilasa Saccharomyces cerevisiae
Marca Genencor. A Danisco Division. Fermentis
Tipo Spezyme R Alpha Distillase R SSF Ethanol Red
Rango de pH Entre5y 6 Entre 4y 4.5 Entre4y5
Rango de Temperatura 83a85<CT 28a35<T 30a35<C
Dosificacién 0.020 a 0.024 % p/p | 0.06 to 0.08 % p/p de 0.25a0.5g/L

Se registra el peso de los erlenmeyers vacios, teniendo la precaucion de secarlos bien, de forma
tal de no registrar pesos que puedan interferir en las mediciones. Este constituye el punto cero.
Una vez terminado el mosto se cargan con 250 y 300 g del mismo cerrando los recipientes con un



airlock con sello de aceite y se registra el peso final. El airlock permite asi la salida de CO, gene-
rado en el proceso fermentativo.

Luego, se coloca los erlenmeyer en estufa a 32 T en un agitador orbital por un tiempo aproxima-
do de 96 hs, como se puede observar en la figura 1. Durante la incubacion, se registra el peso de
estos cada 24 horas verificAndose que los mismos estén completamente secos. Este método de
descenso de peso se basa en la pérdida de CO,, que permite estimar indirectamente la cantidad
de etanol generada, ya que ambos son productos de la fermentacion. Las reacciones que se pro-
ducen son las siguientes:

En la primera etapa se debe convertir el almidén a glucosa por medio de las enzimas nombradas
anteriormente.

Nombre Almidon + Agua —» Glucosa
Féormula n CgH1005 +  H,O n CegH15,06

La segunda y Ultima etapa consiste en que la levadura convierta la glucosa en etanol y diéxido de
carbono.

Nombre Glucosa — Etanol + Dibxido de Carbono
Féormula CsH 1205 —> 2 CH3CH,OH | + 2 CO,

Figura 1: Sistema experimental utilizado para ensayos SSF.

Las bacterias en la fermentacion alcohélica consumen glucosa que esta disponible para producir
subproductos indeseables como acido lactico y acido acético. Las mas comunes en los medios de
fermentaciéon son las Gram Positivas. Estas infecciones son factor importante que afecta el rendi-
miento de alcohol, que a su vez tiene un impacto en la economia de la destileria. (Russell, 2003).

Tabla 3: Caracteristicas de los antimicrobianos utilizados.

Producto | Estado de agregacion Dosificacién

Valores normales recomendados 30 ppm en los fermenta-

IsoStab Liquido dores. (Admite agregados parciales en propagadores).

Sélido (contenido en
Lactrol bolsas hidrosolubles
biodegradables)

Dosis recomendadas es de 0.25 ppm a 2.0 ppm, depen-
diendo de la concentracidn de bacterias presentes.

Una vez preparado el mosto y agregada la levadura, se realizaron distintos ensayos con dosifica-
cion de dos tipos de antimicrobianos: IsoStab™ que es derivado natural del lapulo (producido por
la empresa BetaTec) y actla reduciendo el pH en el interior de las bacterias, inhibiendo su capa-
cidad para transferir glucosa a través de la pared celular. En esencia, las bacterias no pueden
alimentarse, cesa su capacidad reproductiva y finalmente muere. El segundo producto en cuestién
es Lactrol™, de PhibroEthanol Performance Group, que esta compuesto de virginiamicina y dex-




trosa, su efecto esta basado en la accién combinada de estas moléculas que inhiben la sintesis de
proteinas en las bacterias provocando el cese de su capacidad de multiplicarse (bacteriostasis) y
lisis posterior (ruptura y muerte celular). En la tabla 3 se detallan caracteristicas de los antimicro-
bianos citados.

Resultados

En las experiencias realizadas se obtuvo que el molido mas fino alcanza un mayor descenso de
peso, alrededor de 30% en comparacion con un promedio de 25 % de descenso alcanzado frente
al molido grueso, esto se debe a que el almidén estd mas expuesto y las enzimas pueden degra-
darlo rapidamente, en la figura 2 se muestran estos resultados. Se debe considerar que un exceso
de finos puede resultar contraproducente, generando problemas para la recuperacion de los sub-
productos. En la figura 3 se visualiza que el porcentaje de variacion de pérdida de peso por dia es
mayor al inicio de la fermentacién para el molido fino y la diferencia va disminuyendo a medida
gue avanza la fermentacion.

32

§ 28 )
g 2 ////. o— G.Fina
s 20 .
9 16 - @ - G.Fina
§ 12 // —— G. Gruesa
(7} 8 -
s 4 ?/' —— G. Gruesa
S 0
X

24 48 72 96

Tiempo (hs)

Figura 2: % de pérdida de peso en mostos con diferentes granulometrias.
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Figura 3: % de variacién de pérdida de peso/dia en mostos con distintas granulometrias.

Para concentraciones del 35 % se obtiene un mayor rendimiento de alcohol, con descensos de
pesos de ~ 31%, frente a mostos menos concentrados. La figura 4 muestra la capacidad de las
levaduras de trabajar en un medio, en donde ain cuando disponen de mayores cantidades totales
de glucosa para el proceso fermentativo, deben responder a mayores condiciones de estrés, como
es la mayor concentracién de sélidos, velocidad de generacién de dextrinas y azlicares fermenta-
bles, incrementos de la presién osmotica, entre otras. La figura 5 muestra la mayor variacion de
pérdida de peso para mostos concentrados hasta promediar la fermentacién, luego de lo cual di-
cho comportamiento se atenla.

Otros parametros experimentales medidos: Brix del mosto inicial y final de la fermentacion se
muestran en la tabla 4. Actualmente se estan realizando determinaciones en un equipo de arreglo
de Diodos marca Perten 7200 para obtener valores de °Brix, DP4, DP3, Maltosa, Glucosa, acido
lactico, glicerol, acido acético, entre otros, para un control mas preciso de la SSF.
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Figura 4: % de pérdida de peso de mostos con distinta concentracion de sélidos.
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Figura 5: % de variacion de pérdida de peso/dia en mostos con distintas concentracién de soélidos.

Tabla 4. Brix obtenidos en los dis tintos ensayos.

Tipo de ensayo | Finos | Gruesos | 25 % de solidos | 35 % de sdlidos
Brix Iniciales 155 16.7 15 13.6
Brix Finales 5.75 6.15 6.2 8.55

En la figura 6 se observan los resultados de aplicacién de los antimicrobianos citados, verificando-

se que no existié una marcada diferencia en el comportamiento para

las condiciones ensayadas,

requiriendo entonces continuar con la evaluacién de su comportamiento.

En la figura 7 se muestran resultados del proceso SSF para mostos
enzimas y levaduras.
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Figura 6: % de pérdida de peso utilizando distintos antibidticos en el mosto.



o
8 2 —
o 20 /
S 16 ———
3 1 P
g 8 —
S 4
3 o
3 24 48 72 9%
X
Tiempo (hs)

Figura 7: % de descenso de peso con mosto preparado con doble dosis de enzimas y levaduras.

Conclusiones
De lo expuesto se puede concluir que:

i) La menor granulometria permitié alcanzar una mayor eficiencia fermentativa, aun cuando debera
considerarse sus efectos en la posterior separacion de subproductos.

i) La concentracién de sélidos del 35 %, como era de esperar arrojo un mayor rendimiento de eta-
nol, aun cuando debera evaluarse su factibilidad de aplicacién en procesos existentes como con-
secuencia de eventuales obstrucciéon en equipos y tuberias.

iii) Para las condiciones evaluadas no existieron mayores diferencias de efectividad entre ambos
agentes antimicrobianos.

iv) Como se esperaba, el incremento en las dosis de enzimas y levaduras mejoré el rendimiento
del proceso y se estéa trabajando en la busqueda de un éptimo dado que el consumo de estos in-
sumos incide en el costo de produccion.

v) Para aumentar el rendimiento de etanol en una planta se debera ajustar sus parametros de pro-
ceso a la modalidad de trabajo mas favorable en funcién de su equipamiento.

vi) A partir de la experiencias desarrolladas se avanzara, a futuro en el estudio de otras propieda-
des de interés para las etapas de separacion de etanol y subproductos.
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