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RESUMEN: En la provincia de Santa Fe (Argentina) se producen diariamente gran can-
tidad de descartes de masa panaria, afrecho de trigo, zanahoria y levadura de cerveza sin
ningun valor agregado. Como solucion sostenible e integradora se propuso su utilizacion
como sustratos para la produccion de etanol de segunda generacion. Aplicando diferentes
estrategias de hidrolisis enzimatica y fermentacion, se obtienen 56, 42 y 120 1 de etanol por
cada tonelada de masa panaria, zanahoria y salvado de trigo respectivamente.
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ABSTRACT: New value of agro- industrial waste for bioethanol production

In the province of Santa Fe, Argentina, a large amount of bread dough, wheat bran, carrot
and brewer’s yeast with no added value is thrown away. The use of these discarded ma-
terials as substrates for the production of second generation ethanol was suggested as an
integrative and sustainable alternative. Different strategies of enzymatic hydrolysis and
fermentation were applied to obtain 56, 42 and 120 I of ethanol per ton of bread dough,
carrot and wheat bran respectively.

Key words: bioethanol - agro-industrial waste - bran - carrot - bread dough - enzymatic
hydrolysis

Introduccion

Debido a la disminucion de reservas de combustibles fosiles, han sido revalorizadas
las fuentes alternativas de energias renovables, sustituibles, eficientes, efectivas, convenien-
tes y seguras (Chum y Overend, 2001). En este contexto es necesaria la incorporacion de
materias primas renovables en las cadenas productivas de los productos de elevada demanda,
atendiendo a su mejor biodegradabilidad y menor toxicidad.
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Las cantidades comercializadas de alcohol etilico son importantes debido a que éste
tiene muchos y diferentes usos, tales como: combustible, anticongelante, agente de deshi-
dratacion, medio de reaccion, antiséptico, agente de precipitacion, curado de tabaco manu-
facturado, disolvente y materia prima en la industria quimica, entre otros (Demain y Davies,
1999). Ademas, por las legislaciones vigentes, se ha incrementado mundialmente su uso
como oxigenante de la nafta, lo que permite una mayor combustion y en consecuencia una
disminucion de las emisiones contaminantes de hidrocarburos no oxidados completamente,
de CO y de compuestos aromaticos (Sanchez y Cardona, 2008).

Sin bien atin muchas de las vias de obtencion de energia y productos quimi-
cos a partir de materiales renovables no son competitivas, en los Ultimos afios se ha
estado investigando la utilizacion de materiales de descarte o desecho para la pro-
duccidn de etanol, con el propdsito de disminuir su costo, al tiempo que se pretende
colaborar con el deposito responsable y tratamiento de algunos residuos (Sulaeman
et al., 2001; Acaroglu y Aydogan, 2012). Este proceso de biotransformacion se perfila
como un recurso energético potencialmente sostenible, que puede ofrecer ventajas
medioambientales y econdmicas a largo plazo en contraposicion con los combusti-
bles fosiles. Ademas, en la medida que se incremente el precio del petrdleo y avance
la biotecnologia, las biotransformaciones de materias primas renovables se tornaran
mas atractivas (Cardoso et al., 2012).

En sintesis, la fermentacion alcohoélica puede ser una alternativa viable de ser aplica-
da al tratamiento y revalorizacion de los desechos organicos de las agroindustrias, dado que

se estima que estos comprenden aproximadamente el 50 % de la biomasa en todo el mundo
(FAO, 2008).

Fermentacion alcohdlica

La fermentacion puede definirse como un proceso de biotransformacion en el que se
llevan a cabo cambios quimicos en un sustrato organico por la accién de enzimas sintetizadas
por microorganismos conocidos como catalizadores bioquimicos o biocatalizadores, en este
caso, capaces de convertir las hexosas del mosto en etanol cuando las condiciones son anae-
robicas, tal como Colin y Bjorn (2002) lo indican en la siguiente reaccion:

Glucosa ——» 2etanol + 2 didxido de carbono (Eq. 1)
CHO  —> 2CHO + 2CO,

Concretamente en la fabricacion de alcohol por fermentacion se comprenden tres
pasos basicos:

1.- Preparacion del mosto

Particularmente el alcohol etilico puede ser producido a partir de cualquier tipo de
azucar fermentable que sea sometido a un proceso de fermentacion alcoholica. En conse-
cuencia esta etapa incluye todo el tratamiento que se requiere para extraer de la materia prima
los azucares fermentables a los fines de lograr una fermentacion sustentable. Puesto que el
almidon y otros hidratos de carbono pueden ser hidrolizados a azlcares fermentables, por
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medios bioldgicos o por medios quimicos, se puede disponer de muchas fuentes de azicar
que se clasifican seglin su composicion del siguiente modo:

» Materias primas sacaroideas: incluyen aztcar de cafia, remolacha, melaza, jugos
de fruta, etc. La preparacion del mosto es muy parecida para todas ellas, ya que por su alto
contenido de azlicares simples requieren poco o ninguin tratamiento preliminar, s6lo un méto-
do eficiente de extraccion, una dilucion en algunos casos y la inversion de la sacarosa cuando
el biocatalizador asi lo requiera.

* Materias primas amildceas como los cereales: maiz, trigo, sorgo y cebada y tam-
bién los tubérculos: yuca, papa, etc. Se diferencian de las anteriores en que la preparacion
del mosto incluye una etapa previa de hidrolisis del almidéon que permita dejar la glucosa
disponible para el biocatalizador.

*  Materias celuldsicas como madera, residuos de la fabricacion de papel, vege-
tales, residuos ricos en celulosa, lignina, y quitosanos, etc. Por la estructura quimica de los
polisacaridos, éstas también requieren de una hidrolisis previa a la fermentacion. Cuentan
con la ventaja de que son las materias primas mas abundantes y mas baratas procedente de la
biomasa, pero en contraposicion poseen la desventaja de que como producto de la hidrolisis
se obtienen azlcares no fermentables, que dificultan el proceso (Sanchez y Cardona, 2008).

Durante la extraccion de azicares los compuestos minerales y organicos pasan par-
cialmente al mosto, junto con los azucares constituyen un excelente sustrato para el desa-
rrollo del biocatalizador. Los mas importantes son los fosfatos, las sales de magnesio y de
amonio y los aminoacidos: asparagina, glutamina y leucina, que actiian como factores de
crecimiento (Crueger y Crueger, 1993). La importancia de los iones magnesio se debe a su
funcion como cofactores de muchas de las enzimas que intervienen en la reaccion de fermen-
tacion y como restauradores de la estabilidad de la membrana externa de la célula dafiada por
la presencia del etanol. Todas estas funciones aumentan su importancia cuando se incrementa
la concentracion de etanol en el medio (Stanbury y Whitaker, 2003). Por estos motivos, a
la hora de seleccionar las materias primas para la preparacion del mosto, se deben tener en
cuenta que éstas deben ser:

- fermentables

- almacenables durante el periodo requerido

- esterilizables sin ningtn inconveniente

- de composicion poco variable

- carentes de residuos que no puedan ser tratados o eliminados

- de energia potencial elevada

- abundantes y de bajo costo (Gaden, 2000).

Como ya se ha mencionado cualquier producto que contenga azucares o hidratos de
carbono facilmente transformables en azlicar fermentable, puede servir de material de partida
para la fermentacion desde un punto de vista estrictamente tedrico. Para que en la practica
éstos puedan utilizarse, es imprescindible considerar su rendimiento en producto final y su
costo. En todos los casos, si el mosto formado no es adecuado para el desarrollo del biocata-
lizador, éste debe ser complementado con sales nutritivas como fosfato amoénico y/o sulfato
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magnésico (Stanbury y Whitaker, 2003).

2.- Fermentacion del mosto preparado

Para que la fermentacion proceda, ademas, del mosto, se requiere de un biocataliza-
dor, que es un catalizador biologico que puede acelerar las reacciones entre 10° y10® veces.
Este biocatalizador o microorganismo ha de ser capaz de atacar enzimaticamente determina-
dos grupos quimicos del sustrato, ya sea por hidrolisis, oxidacion, reduccion u otros medios.
Los sustratos organicos sobre los que actiian los microorganismos tienen un doble papel: el
primero como fuente de nutrientes para dicho biocatalizador y el segundo como fuente de
energia. En general, el valor energético de una sustancia depende del grado de oxidabilidad
de la misma. Es decir, la hidrdlisis de sustancias nutritivas durante la fermentacion no sélo se
traduce en desprendimiento de calor, sino que ademas en una primera etapa viene acompafia-
da de la formacién de nuevas células (Gaden, 2000).

Mediante la accion de dichos microorganismos o biocatalizadores, que pueden ser
tanto levaduras como bacterias, se transforma el azucar en alcohol. Esto se debe a que éstos,
bajo condiciones de crecimiento anaerdbico, tienen la habilidad de utilizar la glucosa me-
diante el complejo camino de Embden-Mereyhof-Parnas (Baily y Ollis, 1986). En el mismo,
los carbohidratos son fosforilados durante un curso metabolico de varias etapas dando como
productos finales: 2 moles de etanol y 2 de didxido de carbono por cada mol de glucosa del
mosto, tal como se observa en la Eq. 1. Las formas de utilizacion de estos biocatalizadores
pueden clasificarse del siguiente modo:

= (C¢lulas individuales libres en suspension, lo que permite que al finalizar el pro-
ceso las células de la biomasa puedan ser cosechadas y reutilizadas.

= (Células inmovilizadas sobre un soporte adecuado.

Las células enteras pueden ser unidas a un soporte solido y fijadas en forma de una
monocapa activa. De este modo, cuando el sustrato pasa sobre la superficie, la reaccion en-
zimatica transforma el sustrato en el producto deseado. Si bien son varias las ventajas de un
sistema de células inmovilizadas debido a la capacidad de reutilizar los microorganismos y
disefiar un proceso continuo, las células pueden contener numerosas enzimas cataliticamente
activas que pueden catalizar reacciones no deseadas y ademas la membrana celular puede
actuar como una barrera difusiva reduciendo la productividad (Sheldon, 2007). De este modo
se hace indispensable llevar a cabo una investigacion aplicada sobre cada sistema fermenta-
tivo propuesto, a fin de analizar las ventajas y desventajas globales del proceso (Ljunggren
etal, 2012).

Actualmente, si bien son muchos los microorganismos adaptados a la fermentacion
etilica, el mas utilizado para la obtencion de etanol es la levadura Saccharomyces cerevisiae
ya sea en su forma inmovilizada o libre en suspension (Sanchez y Cardona, 2008).

Todo proceso biotecnologico debe ser controlado para lograr un efectivo desarrollo.
En el caso particular de la fermentacion, su éxito viene dado por la interaccion Optima de
variables tales como: concentracion de azucar (Gaden, 2000), pH, concentraciéon de O, y
temperatura (Stanbury y Whitaker, 2003). Asimismo su progreso se controla mediante el

144 INVENIO 15(28) 2012: 141-157



Revalorizacion de descartes agroindustriales para la obtencion de bioetanol

crecimiento celular del biocatalizador, el consumo de sustratos y la aparicion del producto,
en este caso etanol.

3.- Destilacion del alcohol producido

Esta operacion se realiza para concentrar el etanol hasta una riqueza de 95-97%.
También se la puede utilizar para depurar y purificar, extrayendo los aldehidos y éteres que
acompaian al etanol en el mosto fermentado. Si se desea obtener alcohol absoluto, se debe
ademas deshidratar el alcohol obtenido (Gaden, 2000).

Revalorizacién y seleccion de descartes agroindustriales

El tratamiento y la disposicion de los descartes y/o residuos plantean problemas es-
pecificos para cada pais, region y aun para cada localidad. Hoy en dia, en donde es extremada-
mente necesario considerar los factores ecologicos y de conservacion de recursos naturales,
deben estudiarse todos los posibles métodos de tratamientos para los mismos, considerando
tanto los criterios técnico-econdmicos, como los sociales y medioambientales. Puntualmente
la seleccion de sustratos alternativos para la fermentacion etilica debe circunscribirse al area
de produccion y es por ello que se deben profundizar los estudios particulares, en lo que
respecta a la reutilizacion de materiales descartados, de modo de fomentar la produccion de
biocombustibles de segunda generacion. La FAO asegura desde hace décadas que la trans-
formacion agroalimentaria es una actividad que va adquiriendo cada vez mas importancia
porque permite una utilizacion completa de las materias primas locales, un aumento del valor
agregado, reduccion del déficit comercial con el exterior, creacion de empleo y generacion de
divisas (Alegre, 1978; FAO, 2008; Schmitt et al., 2012).

El bioetanol producido actualmente a nivel industrial a partir de las materias primas
sacaroideas y amilaceas forma parte de los denominados combustibles de primera generacion
siendo su principal problema el elevado coste de la materia prima ya que estan ligadas al mer-
cado alimentario. Ademas del dilema moral que puede suponer la utilizacion de productos
alimentarios con fines energéticos. La produccion de etanol a partir de materias primas saca-
roideas, como melaza de cafia y maiz, permiten producir etanol a menores costes que partien-
do de materiales amilaceos como los granos. Actualmente el rendimiento de etanol a partir
de maiz es mas elevado que el de azlcar de cafia, pero el bajo rendimiento por hectarea (ha)
del primer cultivo, hace necesario el uso de grandes extensiones de tierra (Sanchez y Cardo-
na, 2008; Aimaretti, 2011). Por su parte el bioetanol obtenido de materias lignoceluldsicas
también puede ser llamado bioetanol de segunda generacion y se presenta como alternativa
futura que requiere de investigaciones que permitan su aplicacion.

De un analisis global realizado sobre los descartes del sector industrial santafesino
se evidencid una gran utilizacion de los subproductos por parte de las industrias, con el ob-
jetivo de recuperar el valor econdmico, manteniendo una clara conciencia del cuidado de la
ecologia y del medio ambiente. Sin embargo, el mismo analisis realizado sobre la industria
primaria, revel6 que los productos descartados principalmente en el sector agroindustrial no
reciben ningun tipo de reutilizacion. Si bien es cierto que los descartes agroindustriales son
aptos para la alimentacion de animales de invernada, no se debe enmarcar ésta como Unica
posibilidad, ya que poseen todas sus caracteristicas y su potencial intacto para ser utiliza-
dos y/o explotados en otros procesos (Aimaretti, 2006). Entre los descartes agroindustriales

INVENIO 15(28) 2012: 141-157 145



Nora Aimaretti - Carolina Ybalo - Mercedes Escorcia - Agustin Codevilla

cuantitativamente mas destacados en distintas zonas de la provincia de Santa Fe se pueden
mencionar:

o Masa panaria: se refiere a porciones de masa que no cumplen con los parametros
de calidad requeridos para continuar en la cadena de produccion. Son 0,3 toneladas (t) diarias
descartadas, no poseen ningun tipo de reutilizacion en la industria de la ciudad de Rosario.

o Salvado de trigo, también llamado afrecho de trigo. La molienda de trigo se
realiza durante todo el afio, produciendo 76 % de harina de trigo, 14 % de afrechillo, 6% de
remolienda de negra y blanca, 2% de harina de baja calidad y 2% de merma. Asi, diariamente
se obtienen 8 t de afrechillo de trigo como subproducto de la molienda del grano de trigo, en
los molinos ubicados en la zona del Gran Rosario. De ellos el 95% se destina a consumo ani-
mal y el resto a consumo humano, en virtud de sus propiedades nutricionales (Casini, 2003).

o Zanahoria: su cultivo en el Distrito de la Costa ofrece rendimientos de 40 t/ha,
siendo la cantidad de producto que cumple con los parametros de calidad el 65-90 %. Esto
implica que durante el periodo de cosecha, se descartan diariamente entre 20-100 t/dia de
zanahorias con un 6ptimo grado de madurez y frescura que no reciben ningtn tipo de indus-
trializacion.

o Levadura de cerveza: en promedio se obtiene como descarte de la industria cer-
vecera en la ciudad de Santa Fe 1 t diaria de levadura filtrada, que ya no es reutilizada en la
industria.

Haciendo referencia exclusivamente a los descartes agroindustriales se cree, tal
como lo describen Barbieri y Antola (2000), que estamos frente a materiales biotecnologi-
camente aptos para emprender nuevos desafios, como la aplicacion de distintas tecnologias
que permitan revalorizarlos, no solo con el fin de disminuir los productos descartados, sino
también de obtener otros productos econdmicamente mas rentables.

En este contexto, el objetivo del presente trabajo fue investigar la posibilidad de
reutilizar descartes agroalimentarios cuantitativamente importantes en la region para obtener
bioetanol de segunda generacion mediante un proceso fermentativo cuyo rendimiento podria
ser aumentado a través de la hidrolisis de sus tejidos.

Materiales y métodos
a) Descartes agroindustriales y mostos

El descarte de masa panaria se obtuvo directamente de la industria que lo genera. El
mismo se traslado al laboratorio en donde se proces6 dentro de las 12 hs. Para la preparacion
del mosto, 100 g de masa se combinaron con 100 ml de agua destilada y se procesaron du-
rante 2 minutos, logrando una suspension llamada mosto de masa (MM), con un rendimiento
de 2 1/kg masa.

El afrecho de trigo, se extrajo de un molino harinero ubicado en la zona el Gran
Rosario. Debido a su contenido de humedad promedio (11,4%) se lo almaceno en bolsa de
polietileno, cerrado y a temperatura ambiente hasta el momento de su utilizacion. Para la
preparacion del mosto de afrecho (MA) se suspendieron 30 g en 180 ml de agua destilada y
se agitd manualmente durante 1 minuto. El rendimiento promedio de MA fue 7 I/kg. Previo a
la fermentacion este mosto fue hidrolizado enzimaticamente. Segin sea la enzima seleccio-
nada se corrigio pH del mosto con acido sulfurico diluido hasta el valor indicado, se calento
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en un bafio de agua termostatizado y cuando se alcanzo la temperatura optima se le adiciono
la dosis de enzima especificada en la Tabla 1 homogeneizando manualmente (tiempo = 0 de
la hidrolisis).

El descarte de zanahoria se obtuvo de un galpon de empaque ubicado en la zona del
Distrito de la Costa (Santa Fe, Argentina). Para la preparacion del mosto éstas se procesaron
crudas, previa seleccion y descarte de las zonas visiblemente atacadas por microorganismos.
Se sometieron a la extraccion de su jugo mediante un proceso continuo de molienda, pren-
sado y filtrado. El rendimiento de este procedimiento fue de 0,54 1 de MZ y de 0,46 kg de
bagazo, por cada 1,0 kg de zanahoria de descarte. Como subproducto de esta operacion sur-
gi06 el bagazo de zanahoria, el cual fue utilizado para preparar mosto de bagazo (MB), se sus-
pendieron 35 g de éste en 65 ml de agua destilada y se agitd6 manualmente durante 1 minuto.
Mediante esta preparacion se obtuvieron aproximadamente 1,3 I/kg de zanahoria de MB cuya
concentracion promedio de azucares reductores fue 5,8 + 0,4 g/1, siendo la concentracion de
azUcares totales: 29,6 + 4,7 g/l.

En todos los casos los mostos son utilizados inmediatamente después de preparados.

b) Microorganismos y medios de cultivo

La levadura Saccharomyces cerevisiae CCUB descartada de la industria cervecera
luego de ser utilizada en 5 procesos fermentativos consecutivos, fue utilizada como bioca-
talizador en todos los casos. Células enteras de levadura filtrada se conservaron en envase
estéril, sin agregado de nutrientes, a 4 °C y saturacion de humedad. Para la preparacion del
indculo, se deslieron las células en agua y mediante un recuento directo diferencial (Alfenore
et al., 2002) en camara de Neubauer fue posible obtener el inoculo deseado de células viables
libres en suspension.

¢) Hidrdlisis
De las enzimas especificas actualmente disponibles en nuestro pais, se utilizaron
las siete preparaciones cuyas especificaciones técnicas se describen en la Tabla 1 junto a las

condiciones de hidrdlisis utilizadas para cada una.

Tabla 1: Especificaciones de las enzimas utilizadas para la hidrolisis de MB.

Ref. Actividad enzimatica Nombre comercial Origen Temp. | pH Dosis
1 Amiloglucosidasa Spirizyme Fuel Aspergillus niger 65°C | 4,5 |0,25%v/v
2 o-amilasa Fungamyl Aspergillus oryzae | 55°C | 4,7 |0,32%p/v
celulasa, betagluconasa,
3 xylanasa Rohalase OS Trichoderma reesei | 55°C | 5,5 |0,05%v/v
4 celulasa IndiAge MAX L Trichoderma reesei | 50°C | 5,0 |0,05%v/v

5 1 endo-1,4-B-glucanasa Rohament CL Trichoderma reesei | 50 °C | 5,0 |0,05%v/v

6 celulasa experimental Enzigrex Trichodermareesei | 50 °C | 5,5 |0,02%p/v

7 Xylanasa termoestable | OptimaseCX255L | Trichodermareesei | 70 °C | 5,5 |0,05%v/v
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El pH se ajustd con acido sulfurico diluido segln sea el pH optimo de la enzima
a utilizar. La temperatura se modifico mediante la utilizaciéon de una bafio termostatizado.
Cuando el mosto logro la temperatura deseada, se le adicion¢ la dosis de enzima correspon-
diente, se homogeneiz6 manualmente y se controlo el tiempo de hidrolisis.

d) Fermentacion

Las fermentaciones alcoholicas, se realizaron utilizando mosto recién preparado,
respetando las siguientes condiciones de cultivo:

- Inéculo: 108 céls/ml (Aimaretti, 2006).

- Temperatura de incubacion: 29 + 1 °C.

- Volumen de trabajo: 75% del volumen nominal del reactor utilizado (Stanbury y
Whitake, 2003).

En todos los cultivos realizados, la evolucion de la fermentacion alcohdlica se siguio
mediante la produccion de CO,. Este gas se recogio en probeta gasométrica y se considero
como final de la fermentacion al momento en el que se detuvo su produccion. Las fermentacio-
nes se desarrollaron en un sistema de cultivo de frascos erlenmeyers. El volumen nominal de
los mismos fue de 125 ml o alternativamente de 250 ¢ 500 ml. Las bocas de los frascos fueron
cerradas con tapones de goma horadados centralmente. A través del orificio y mediante una
manguera de silicona, se conecto la cdmara superior del erlenmeyer con la probeta gasométrica.
La termostatizacion del cultivo se realizo por inmersion del frasco en bafo de agua con control
de temperatura constante. La agitacion del cultivo se realizo en forma manual cada 10 minutos.
En el momento en que fuera requerido, para la toma de muestras de los cultivos, se sometieron
a centrifugacion durante 10 min a 5000 rpm. El sobrenadante se trasvaso a tubos Eppendorf de
1,5 ml de capacidad para su almacenamiento y conservacion a — 20°C.

e) Parametros de cultivo

- Rendimiento de etanol por cantidad de sustrato (Yp/s): estd dado por la concen-
tracion de etanol (g/1) que se produce a partir de una concentracion especifica de sustrato del
mosto (base humeda) (Colin y Bjorn, 2002).

- Rendimiento de etanol por cantidad de materia prima (Yp/mp): representado por la
cantidad de etanol producido (g/l) por cada gramo de materia prima expresado en base seca.

- Eficiencia: la eficiencia de un proceso fermentativo fue definida como la relacion
entre la concentracion total de etanol producida en un cultivo sobre la concentracion teérica de
etanol que deberia haberse producido, la cual se calculd de forma estequiométrica considerando
que por cada 100 g de hexosa se producen 51,1 g de etanol y 48,9 g de CO, (ver Eq. 1).

f) Determinaciones analiticas

- Humedad: se determina de forma indirecta, mediante secado térmico, segun el
método homologado 44-15A (AACC, 2005).

- Concentracion de azucares: como método de valoracion rapida de los azucares
presentes en el mosto, se empled la variacion del indice de refraccion, determinado en forma
directa con un refractometro manual (Cosmo, mod. K32, Japon). La determinacion de la
concentracion de azucares reductores y azlicares fermentables totales se realizd mediante
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la técnica colorimétrica del acido 3,5-dinitrosalicilico modificada por Aimaretti (2011). La
mencionada técnica considera como azucares fermentables totales a la sacarosa, ademas de
los azticares reductores.

- Concentracion de etanol: se utilizé un cromatografo gaseoso (PERKIN-ELMER,
Sigma 3B, Dual FID Chromatograph, EE.UU.) con detector de ionizacion de llama (FID)
equipado con una columna capilar de 2 m de longitud, empacada con Chromosorb 102, el
cual se operd con nitrogeno como carrier a un caudal de 30 ml/min y las siguientes condi-
ciones: temperatura de la columna: 150 °C (isotérmica), temperatura de inyeccion: 195°C,
temperatura del detector: 220 °C. Para la determinacion de la concentracion de etanol en las
muestras, previa homogenizacion se separaron 100 pl del descongelado y se mezclaron con
100 pl del estandar interno (isopropanol al 1,5 %) y 1 ml de agua destilada. De esta dilucion
se emplearon 3 pl para ser inyectados en el cromatoégrafo (Mabud, 2000).

Resultados

La evaluacion de la fermentabilidad y rendimientos de los mostos preparados con
descartes de masa panaria, zanahoria y afrecho de trigo responde a las conclusiones a las
cuales se arrib6 luego de realizar un analisis de los materiales renovables existentes en la
region que pudieran reunir las propiedades necesarias para ser propuestos como sustratos de
fermentacion alcohdlica. A continuacion se describen los resultados obtenidos en los diferen-
tes ensayos realizados sobre cada una de estas materias primas.

Masa panaria

Dado que al momento no se han encontrado antecedentes bibliograficos que indi-
quen el uso de masa panaria como sustrato, se evalud en primer lugar la fermentabilidad del
mosto preparado (MM). Para ellos se realizoé una fermentacion en el dispositivo descripto
anteriormente, en el que comenzo6 la produccion de gas a los 10 minutos y se obtuvo una con-
centracion de etanol de 2,14 g/l en un tiempo total de 150 minutos. Al finalizar la fermenta-
cion, se centrifugo el cultivo a 5000 rpm durante 5 minutos y se reconstituyeron dos sistemas
fermentativos similares al inicial: por un lado se inoculé nuevamente el mosto fermentado
(sobrenadante) y por otro se agregd mosto fresco a la biomasa celular. En el cultivo realizado
con mosto fresco, la fermentacion se reinicié aproximadamente a los 10 minutos obtenién-
dose una concentracion de etanol final de 2,56 g/l en un tiempo de 140 minutos. Por otro
lado, en el mosto formado por el sobrenadante (mosto fermentado) re-inoculado con nuevas
células de biocatalizador, no se produjo fermentacion durante un lapso de 140 minutos que se
caracteriz6 por la ausencia de gas en la probeta y de etanol en el sobrenadante. Coincidiendo
con lo propuesto por Caceres-Farfan et al. (2008), cuando a este cultivo se le agregd melaza
de cafia de azucar (Melrico, Albuin y Cia. S.R.L., Argentina), producto de descarte en la
produccion de aztcar refinado rico en azucares simples, se reinicio el proceso fermentativo

Los resultados obtenidos sugieren que la ausencia de fermentacion se debe a una
baja concentracion de sustratos fermentables. Esto se evidencia ya que al agregar mas sustra-
to (melaza) se retom¢ la actividad de las levaduras en presencia del mismo mosto ya fermen-
tado. Por otro lado la actividad de las levaduras continu6 cuando se le adicion6 mosto fresco.
Estos resultados coinciden con antecedentes bibliograficos que sefialan que la produccion de
etanol posee mayor dependencia de deficiencias nutricionales que de la toxicidad propia del
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etanol (Sanches Peres y Laluce, 1998). De este modo se puso en evidencia también la posibi-
lidad de reutilizar la biomasa luego de finalizada la fermentacion.

En virtud de que la produccion de etanol se detuvo cuando las condiciones no eran
adecuadas, se investigé la influencia de diferentes concentraciones de sustratos en el mosto,
hidrolizando la masa como paso previo a la fermentacion. Dado que se trata de una materia
prima amilécea, se realizaron hidrdlisis multienzimaticas utilizando diferentes concentracio-
nes de las enzimas 1 y 2, por su actividad amiloglucosidasa y a-amilasa respectivamente,
bajo las condiciones descriptas en la Tabla 1.

En la Tabla 2 se muestran los resultados comparativos de la cantidad de etanol y del
rendimiento de materia prima (Yp/mp) obtenidos para los mostos hidrolizados con distintas
concentracion de enzimas, acompanados por su desviacion estandar.

Tabla 2: Rendimientos etilicos de MM sometidos a hidrolisis multienzimaticas.

Azlcares totales Eficiencia
ENSAYO Enzima 1 Enzima 2 (g/l) Etanol (g/1) % Yp/mp
- - 2,4 0,5+0,1 40 0,013
0,025 %v/v 0,03 %v/v 43 0,8+0,1 38 0,021
c 0,25 %v/v 0,3 %v/v 13,6 2,2+0,3 32 0,057

Como se desprende de la tabla anterior, conforme aumenta la concentracion de en-
zimas, aumenta la hidrolisis del almidon y aumenta el rendimiento etilico, sin presentar la
misma proporcionalidad en la eficiencia. Ademas los resultados de las experiencias de fer-
mentacion muestran que el rendimiento etilico es bajo como para implementar un proceso
sostenible que permita valorizar este descarte, ya que considerando que la humedad de la
masa es del 22,3 %, en las condiciones “c” se obtendrian aproximadamente 17 1 de etanol
diarios, al utilizar todo el descarte de masa panaria de dicha empresa. Si bien es certero que
el proceso de hidrolisis enzimatica podria ser estudiado con mayor profundidad con el fin de
optimizar el rendimiento etilico y disminuir el efecto negativo provocado por la presencia
de lipidos en la masa, también se podrian evaluar otros métodos de revalorizacion de este
descarte, o de disminucion en origen.

Zanahoria

La zanahoria (Daucus carota) es una fuente importante de pro-vitamina A, fibra y
otros componentes nutricionales, siendo uno de los cultivos mas eficientes en acumulacion de
biomasa (Diamantopoulou et al., 2011). En las plantas superiores, las semillas almacenan prin-
cipalmente almidon, proteinas y lipidos, mientras que las raices de acumulacion, tubérculos y
rizomas, normalmente depositan carbohidratos en forma de almidon. Sin embargo, las zanaho-
ria es uno de los pocos vegetales que acumula azucares libres en vacuolas (40-60 % de los car-
bohidratos totales), como los principales carbohidratos de reserva. E1 95 % del total de aziicares
libres esta compuesto por sacarosa, fructosa y glucosa, y junto a los terpenos son los principales
determinantes de su sabor. De ellos, los azicares reductores (AR): fructosa y glucosa, estan
presentes en forma equimolar, siendo la relacion sacarosa/AR creciente conforme la raiz llega
a su madurez y decreciente luego de la cosecha y durante el almacenaje en frio (Simon, 2000).

Tal como indica Aimaretti (2011) de resultados anteriores, la cantidad de etanol ob-
tenido es proporcional a la cantidad de sélidos solubles aportados por el mosto, no encon-
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trandose en la fermentacion regiones de saturacion o de inhibicion por sustrato, en el rango
de 25 a 152 g/1. Considerando que en promedio la concentracion de azlicares reductores del
mosto de zanahoria fue 49,8 + 13,4 g/1, sobre un total de azucares de 94,0 + 11,7 g/l se obtiene
un rendimiento (Yp/s) constante e igual a 0,47g/g. Este valor es comparable al rendimiento
obtenido utilizando cebollas como sustratos, que poseen 67,3 g/l de azucar total en el jugo y
rinden 30,6 g/l de etanol (Yp/s= 0,45 g/g) (Horiuchi et al., 2000), o ananas cuyo contenido de
sacarosa es de 125 g/l y producen 59,0 g/l de etanol (Yp/s= 0,47 g/g) (Tanaka et al., 1999).

Ya conocida la fermentabilidad de la zanahoria, se estudio la posibilidad de aumen-
tar el contenido de azlicares fermentables genuinos mediante la hidrolisis enzimatica de los
tejidos del bagazo, al dejar disponibles los azuicares componentes de las fibras para que pu-
dieran ser utilizados por el biocatalizador. Para ello, conforme a que la composicion de la
fibra del bagazo es principalmente de celulosa y solo el 1% es almidon (Yoon y cols., 2005),
se ensayaron las enzimas 1 y 2 con actividad amiloglucosidasa y a-amilasa, ademas de com-
plejos enzimaticos de celulasas como las enzimas 3 y 4, en las condiciones mencionadas (ver
Tablal). Los resultados comparativos de la cantidad de etanol y del rendimiento de producto
sobre sustrato (Yp/s) obtenidos para los mostos hidrolizados con distintas enzimas, se mues-
tran en la Tabla 3.

Tabla 3: Rendimientos etilicos de MB sometidos a hidrolisis enzimatica.

Azlcares totales Yp/s

(g/h) Etanol (g/1) (g/g)

Sin hidrolizar 28,7 59+04 0,205
Enzimas 1y 2 441 9,5+0,7 0,216
Enzima 3 39,8 9,1+0,6 0,228
Enzima 4 46,2 11,0+ 0,5 0,239

El analisis de estos datos, permite concluir acerca de las condiciones 6ptimas para
la hidrélisis enzimatica y asi llevar a cabo la optimizacion de la metodologia utilizada para
preparar el mosto de bagazo y la utilizacion integral del descarte de zanahoria. En este senti-
do, tal como puede observarse en la Tabla 3, todas las enzimas son capaces de hidrolizar, en
diferentes proporciones, el tejido vegetal del bagazo de la zanahoria, transformandolo en azu-
cares simples. En consecuencia es posible incrementar, mediante esta metodologia, la con-
centracion de sustratos fermentables en MB. No obstante, estos resultados no son suficientes
como para poder inferir que el incremento se veria reflejado en el rendimiento etilico, por lo
que los mostos fueron sometidos a un proceso fermentativo en condiciones estandares y los
resultados se muestran en la misma Tabla. Asi pudo determinarse que tal como ocurre en MZ,
el rendimiento etilico aumenta conforme lo hace la concentracion de azucares del mosto. De
este modo se descarta la posibilidad de que entre los productos de la hidrolisis se obtengan
sustancias inhibidoras del biocatalizador o derivados de azicares que no sean fermentables.

La combinacioén de los resultados de las experiencias de fermentacién de MB junto
a los valores ya conocidos de rendimiento etilico de MZ permiten predecir que si por cada
tonelada de zanahoria descartada se obtienen 540 1 de MZ que poseen en total 50,8 kg de azu-
cares, entonces podrian obtenerse 30,6 | de etanol. Ademas, si el bagazo se usa para preparar
MB hidrolizado (n=1,3 1 MB/Kg zanahoria) y se lo fermenta, se lograria una produccion de
11,9 1 de etanol. En consecuencia la cantidad de etanol obtenida por cada tonelada de zanaho-
ria descartada e hidrolizada en las condiciones indicadas utilizando la enzima 4 es de 42,5 1.
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En funcion de estos resultados, se estima que a partir de la zanahoria descartada diariamente
podrian obtenerse entre 850 y 4250 1 de etanol. En funcion de estos resultados, actualmente
continua el estudio de la hidrdlisis de MB con el fin de aumentar el rendimiento etilico y
disminuir los desechos ocasionados por el proceso.

Afrecho de trigo

Con el nombre de afrechillo de trigo o salvado se conoce a uno de los subproductos
provenientes de la industrializacion de trigo. Este se obtiene luego de separar, por medio de
tamices, el producto obtenido de la molienda de los granos limpios y libres de tegumento. Con-
secuentemente esta integrado por la cascara (pericarpio) desmenuzada por la molienda y un
pequefio porcentaje de la parte superficial del albumen (endosperma), eventualmente también
puede contener una porcion muy pequeiia del germen (Casini, 2003).

Por su composicion fisico-quimica, puede clasificarse como un material rico en celu-
losa. La celulosa es un polisacarido formado por unidades de glucosa, unidas mediante enlaces
B-1,4 glucosidicos que le permiten formar cadenas largas y lineales unidas mediante puentes
de hidrogeno intermoleculares, formando una estructura supramolecular ordenada y cristalina,
resistente a la hidrolisis.

Como se describio anteriormente, la preparacion de un mosto a partir de este tipo de
materias primas requiere de una hidrolisis previa con el fin de aumentar el contenido de azi-
cares fermentables. Si bien son muchas las alternativas actuales que permiten la hidrolisis de
los tejidos vegetales, los métodos principalmente aplicados sobre este tipo de sustratos son:
hidrolisis acida y enzimatica. Al respecto, varios investigadores coinciden en que la hidrolisis
enzimatica ha demostrado mejores resultados en la posterior fermentacion, debido a que por
su especificidad no se forman componentes de degradacion de la glucosa. Sin embargo el in-
conveniente principal de este método es que la velocidad de reaccion es mucho menor (Tomas,
2009; Ovando y Waliszewski, 2005). Ademas diversos estudios comparativos demuestran que
la hidrolisis enzimatica puede dar un producto puro con un rendimiento cuantitativo mayor,
consumiendo menos energia y generando menos efluentes con respecto a la hidrolisis acida.

Por estos motivos, se utilizaron diferentes enzimas especificas para el sustrato a en-
sayar que fueron oportunamente donadas por las empresas comercializadoras y por otros
centros de investigacion. Asi, se ensayo la eficiencia de la hidrolisis sobre una suspension de
afrecho en agua, medida a través del aumento de la concentracion de azlicares provocada por
la actividad catalitica de cada una de las enzimas descriptas en la Tabla 1. Para el seguimiento
del proceso de hidrolisis se prepararon 600 ml de MA, se acondiciond segun se describe en
el apartado Materiales y métodos y se analiz6 la evolucion de la concentracion de azlcares
reductores (AR) y azlicares totales (AT) en MB, durante el transcurso de la hidrolisis, para
cada una de las enzimas ensayadas. Los resultados de estas experiencias se muestran en los
graficos de la Figura 1.
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Figura 1: Evolucion de la concentracion de aztcares totales () y reductores (---)
en funcion del tiempo en cada proceso de hidrélisis enzimatica.

De este modo, tal como puede observarse en los graficos de la figura anterior, todas
las enzimas, excepto ROHALASE OS, son capaces de hidrolizar el mosto de afrecho y en
consecuencia podrian ser utilizadas para aumentar el contenido inicial de azucares. De to-
das las enzimas ensayadas, Rohament CL, Optimase CX255L y Spirizime Fuel han logrado
mayores porcentajes de incremento de azucares en el mosto hidrolizado: 105; 84; y 83 %
respectivamente. Ademads se puede destacar que el tiempo optimo de accidon enzimatica de
las enzimas Rohament CL y Spirizime Fuel es de 2,5 horas, mientras que Optimase CX255L
lo alcanza en 2 hs. Por su parte, otra alternativa visible es la hidrdlisis realizada por la enzima
Enzigrex, dado que si bien el incremento no es méaximo, logra aumentar 15 g% en sélo 1 hora
de actividad catalitica, lo que representa un incremento del 57 % de los azucares iniciales
del mosto. El analisis de estos datos, permite concluir acerca de las condiciones Optimas para
la hidrélisis enzimatica y asi llevar a cabo la optimizacion de la metodologia utilizada para
preparar el mosto.
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A posteriori, con el fin de optimizar el proceso de fabricacion del mosto, se verifico
la fermentabilidad de los azucares de los diferentes mostos de modo de evaluar la posibilidad
de aumentar asi los rendimientos etilicos. Para ello se filtraron los mostos hidrolizados y se
los fermento en las condiciones ya descriptas. Los resultados comparativos de la cantidad de
etanol y del rendimiento de producto sobre sustrato (Yp/s) obtenidos para los mostos hidroli-
zados con distintas enzimas el tiempo adecuado, se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4: Rendimientos etilicos de MA sometidos a diferentes hidrolisis enzimaticas.

Azucares Yp/s Eficiencia
totales (g/1) Etanol (g/1) (g/g) %
Rohament CL, 150 min 473 152+0,4 0,321 63
Optimase CX255L, 120 min 46,0 12,8 +0,7 0,278 54
Spirizime Fuel, 150 min 37,1 11,3+0,6 0,305 60
Enzigrex, 60 min 41,5 9,0+0,5 0,216 62

Asi, del analisis de estos datos surge que, tal como sucede con los otros sustratos, el
rendimiento etilico aumenta conforme lo hace la concentracion de azicares del mosto mos-
trada en los graficos anteriores, pero sin mantener el mismo rendimiento de producto sobre
sustrato. Estos resultados indican que es necesario seguir estudiando el perfil de azicares pro-
venientes de la hidrolisis de modo de descartar la posibilidad de que entre los productos de la
hidrélisis se obtengan sustancias inhibidoras del biocatalizador. De este modo, la hidrolisis
enzimatica de MA, utilizando Rohament CL se considerd un paso mas de la preparacion del
mosto en las experiencias posteriores.

El analisis integrado de los resultados de las experiencias anteriores permite conside-
rar que la cantidad de etanol obtenida por t de afrecho utilizado para preparar MA hidrolizado
con la enzima Rohament CL es 136 1. De este modo, si se utilizara todo el descarte diario de
afrecho de trigo para la produccion de bioetanol, podrian obtenerse 10881. Resultaria también
interesante el estudio de la posibilidad de reutilizar el material remanente de la preparacion
del mosto como alimento para el ganado.

Discusion

Si bien se ha demostrado que es posible aumentar el rendimiento etilico de todos
los mostos mediante la hidrolisis enzimatica, seria conveniente seguir trabajando en el tema
a fin de poder comprender con mayor profundidad la influencia de cada uno de los factores
intervinientes sobre el proceso de hidrélisis enzimatica, considerando que un exceso en la
concentracion de azlicares también puede disminuir la eficiencia, al igual que la presencia
de pentosas o el exceso de etanol producido. Otras alternativas que podrian ser ensayadas
para aumentar el rendimiento etilico son: la implementacion de modificaciones en el proceso
de preparacion del mosto (Aimaretti, 2011), el uso de los biocatalizadores con capacidades
particulares (Horiuchi et al., 2000b; Guo et al., 2010), la implementacion de hidrolisis acida
(Staniszewski et al., 2009) o de etapas de pretratamiento (Voca et al., 2009), asi como tam-
bién los procesos de sacarificacion-fermentacion simultdneas (SSF) (Mielenz et al., 2009;
Patle y Lal, 2008; Suresh, et al., 1999).

Considerando las concentraciones de azucares de los mostos preparados con los tres
sustratos evaluados y su respectivo rendimiento de etanol, en comparacién con el rendimien-
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to etilico de otros sustratos alternativos, puede observarse que los valores son comparables
(Horiuchi et al., 2000; Tanaka et al., 1999). Sin embargo, comparando los resultados obte-
nidos en esta investigacion con rendimientos etilicos de los cultivos comtunmente utilizados
para la obtencion de bioetanol de primera generacion, expresados por tonelada de materia
prima (base humeda), puede observarse (Tabla 5) que si bien el rendimiento que se obtiene
con estas materias primas de descarte es un tanto inferior, se debe resaltar la elevada dispo-
nibilidad de las mismas a un costo minimo y la no utilizacién de productos destinados para
la alimentacion humana.

Tabla 5: Rendimientos etilicos de MA sometidos a diferentes hidrolisis enzimaticas.

Rendimiento etilico
Materia prima 1
Cafa 70%
Bagazo de cana 140*
Maiz 370%*
Bagazo de maiz 227*
Yuca 180*
Sorgo dulce 86*
Remolacha 100*
Produccion diaria etanol (1)
Masa panaria 56,2 17
Zanahoria 42,5 850 - 4250
Afrecho de trigo 136 1088

*Fuente: Sanchez y Cardona, 2008.

Asimismo, al utilizar la biomasa regional se evitarian los costos de traslado que a
veces pueden llegar a ser contraproducentes, segun indican Cardoso et al., 2012 y se conduce
al desarrollo de un proceso industrial sostenible. Ademas de ello es muy importante destacar
que luego de revalorizar estos descartes, obteniendo biocombustible de segunda generacion,
surge ademds un remanente de fermentacion que podria ser utilizado para alimentacion ani-
mal, luego de su adecuacion (Castillo y Gallardo, 1989).

Conclusiones

Es posible obtener bioetanol de segunda generacion a partir de desechos provenien-
tes de la comercializacion de zanahoria, de la molienda de trigo y de la elaboracion de pro-
ductos panificados, utilizando como biocatalizador S. cerevisiae descartada de la elaboracion
de cerveza. Ademas, es viable incrementar el contenido de azlicares de los mostos por medio
de la incorporacion de la hidrolisis enzimatica como paso previo a la fermentacion. Si bien la
hidrolisis enzimatica permitiéo aumentar también el rendimiento etilico de estos sustratos, son
muchas las variables de este proceso y en consecuencia se estan estudiando actualmente los
factores intervinientes con el fin de incrementar ain mas el rendimiento. Como consecuencia,
siguiendo la directriz del objetivo del trabajo, es muy importante realizar un analisis global
del proceso de obtencion sustentable de etanol, ya que luego de extraer éste de los mostos
MA y MZ fermentados, surge un remanente de mosto rico en levaduras y fibras que posible-
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mente pueda ser utilizado para alimentacion animal luego de que sus componentes se hayan
aprovechado para obtener un biocombustible de segunda generacion.

Estos resultados son muy promisorios ya que este proceso, parte de residuos agroin-
dustriales disponibles en nuestra region para obtener bioetanol, al tiempo que se colabora con
la disposicion responsable de esos residuos. Ademas generan el marco para continuar con
investigaciones que permitan obtener productos biotecnoldgicos de relativo valor agregado
como bioetanol de segunda generacion, una bebida alcoholica o un condimento innovador.
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