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Resumen

Objetivo. Establecer la concentracion dptimade amilasas comerciales para la obtencion de etanol a partir de cebada sin maltear.
Materiales y métodos Cebada no malteada fue hidrolizada con concentraciones variablgfdenilasas comerciales (Genencor
Internacional), bajo las condiciones establecidas por el fabricante. Los productos de hidroélisis fueron utilizados corparsuistrat
produccién de etanol cdacharomyces cerevisiaddicionalmente se realizé un ensayo referencia con cebada malteada, bajo las
condiciones establecidas por la destileRasultados Se obtuvo un porcentaje de hidrélisis del aimidon de 89,4% cuando se adiciona-
ron dea y 3 amilasas a una concentracion de ‘1ghdicionalmente se obtuvo la maxima produccién de etanol (5,02 %), siendo
significativamente mas alta que cuando se utilizé cebada malteada (3Ct5eh)isiones Se demostro que se puede producir etanol a
partir de almidon de cebada sin maltear empleand®-amilasas comerciales, aunque es necesario optimizar el proceso ya que es mas
costoso comparado con el tradicional, utilizando cebada malteada.

Palabras clavefermentacion, hidrdlisis del almidd@&accharomyces cerevisj@eamilasasp-amilasas.

Abstract

Ethanol production from hydrolyzed unmalted barley using commerciala- and B-amylase. Objective. To find the optimum
concentration of commerciat andB-amylase for the obtainment of ethanol from unmalted bavlaterials and methods Unmalted

barley was hydrolyzed using various concentrations of commaerciald-amylase (Genencor International), following conditions
established by the manufacturer. The products of hydrolysis were used as substrates for the production of®dcahaltmyces
cerevisiae.In addition, a reference assay was performed using malted barley following the conditions established by the distillery.
Results The percentage of starch hydrolysis was 89.4% when ademgl3-amylase at a concentration of 1 4 Moreover, this
concentration of amylases yielded a maximum ethanol production (5.02 %) significantly higher than when malted barley3a#&& used (
%). Conclusions It was demonstrated that ethanol can be obtained from starch of unmalted barley by adding comraedflal
amylase. However, optimization of the process is required due to the higher costs when compared to the traditional pradess with
barley.

Key words: a-amylasep-amylase, fermentatioSaccharomyces cerevisjatarch hydrolysis.
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Produccion de etanol a partir de cebada no malteada

Resumo

Producéo de etanol a partir de cevada ndo maltada hidrolisada come g amilases comerciais. ObjetivoEstabelecer a concentracéo

ideal den e3 amilases comerciais para a obtengao de etanol a partir de cevada nédo rividteads e métodos Cevada ndo malteada

foi hidrolisada com diferentes concentracdes @ amilases comerciais (Genencor Internacional), sob as condig6es estabelecidas pelo
fabricante. Os produtos da hidrélise foram utilizados como substrato para producgdo de et8aotbanomyces cerevisigdém disso,

se realizou um teste de referéncia com cevada malteada, sob as condi¢des estabelecidas pelRemdtdalis. Se obtive uma
percentagem de hidrélise do amido de 89,4% ao adicionar & e & amilases na concentra¢dadieidghlmente se obtive a produgao
maxima de etanol (5,02%), sendo significativamente maior do que quando é usada cevada malteado(®;6%gsFoi demonstrado

que o etanol pode ser produzido a partir de amido de cevada nao maltadeZamilases comerciais, embora seja necessario aperfeicoar

0 processo, porque é mais caro, em comparagao com o tradicional, utilizando cevada maltada.

Palavras-chavefermentacgéo, hidrélise do amidgaccharomyces cerevisjaeamilase3-amilases.

Introduccién tencion de la enzima (7). Frecuentemente, se utilizan
amilasas termoestables, activas en un rango de temperatu-

Tradicionalmente en el proceso de elaboracion de whiskya entre 90y 110 + 1°C, con una concentracion de sustrato

o de cerveza se requiere de la cebada como materia prirgatre 20y 35% (p/v), un rango de pH entre 6y 8+ 0,2 y una

esencial, la cual debe ser previamente sometida a un preoncentracion de enzima entre 0,03y 1 % (v/v) (5, 7).

ceso de malteado. Durante el malteado, el grano crudo de

cebada germina de manera controlada y el almidén de fal objetivo de este trabajo fue establecer la concentracion

cebada es hidrolizado produciendo aziicares menos corfiptima dex y B amilasas comerciales para la obtencion de

plejos, los cuales pueden ser utilizados}amcharomyces  €tanol a partir de cebada sin maltear, como alternativa al

cerivisiae para la produccion de etanol. Algunas de lasuso de cebada malteada importada.

enzimas necesarias para convertir las reservas de la semilla

de cebada en los componentes de la malta estan presenpateriales y métodos

en el grano maduro, mientras que las otras son sintetizadas

en el embrion durante la germinacion (1, 2). El presente trabajo se realiz6 en el laboratorio de control
de calidad de la Destileria Premier LTDA, con el respaldo

Uno de los mayores inconvenientes a los que se enfrentafgcnico del laboratorio de Bromatologia de la Secretaria

industria licorera Colombiana es el bajo numero dede Salud del Tolima, en la ciudad de Ibagué (Colombia).
malterias que produzcan y comercialicen cebada malteada

con los requerimientos de calidad que exige la industriajateria prima

(3), lo que hace necesaria la importacién de cebada trans-

formada; generando de esta forma costos mayores para lass ensayos se realizaron empleando cebada no malteada
empresas que requieren de la materia prima en estas condiiltivada en la regién Cundiboyacense, Colombia (Con-
ciones. Como alternativa se encuentra el uso de enzimagntracion de almidén, 60% (p/p)) y cebada malteada im-
comerciales producidas por microorganismos, queortada de Malterias Unidas, Chile (Concentracion de
hidrolicen el almidon de la misma manera que lo hacen laalmidén, 80% (p/p)).

enzimas del grano de cebada. Este proceso ha sido amplia-

mente utilizado en varias industrias de alimentos y bebiEnzimas y microorganismo

das, especialmente en la obtencién de jarabes fructosados

y etanol (4, 5). Por lo general se utilizaramilasa  Se utilizaron las enzimas comerciales Multife&A 21L
(E.C.3.2.1.1) B-amilasa (E.C. 3.2.1.2) y glucoamilasa Y Multifect® AA 23L de Genencor Internacional, Inc. De
(E.C.3.2.1.3), obtenidas de microorganismos cBamwllus acuerdo con la informacién dada por la casa comercial, la
licheniformisy Aspergillus nige(6). Algunas de las ven- primera es una-amilasa estable a altas temperaturas (105
tajas que presenta la hidrélisis enzimatica del almidén sor@t 110 + 1°C) y valores bajos de pH (5,0 - 5,8 + 0,2), tiene
alta tasa de reaccion, alta estabilidad de las enzimas y digna actividad de 17400 Ut gminimo), Unidad de Licue-
minucion de la viscosidad del medio de reaccion. Por otrdaccion (UL) definida como el tiempo de digestion reque-
lado, los parametros basicos que afectan este proceso sd#o para producir cambio de color en una solucién de
el pH del medio, la concentracion del sustrato, la concenyOdO, indicando un estado definido de dextrinizacion del
tracion de la enzima y la temperatura. Los valores 6ptimog&lmidon, bajo condiciones de ensayo definidas. La segun-
de estos parametros varian en funcion de la fuente de ofa enzima, es urframilasa efectiva en un rango amplio
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de pH (4,5-7,5+0,2), con un 6ptimo de 5,5y en un rangpor adicién de HCI 2M hasta pH 1,5-1,6 £ 0,2. Finalmente
de temperatura de 50 a 65 + 1°C, con una temperaturse ajusté elpHa5-6 +0,2 (11). Al final de la hidrélisis se
Optima de 60 °C, tiene una actividad de 1230 °*P@ygni- determinaron azUcares reductores (12). Todos los ensayos
mo), Grado de Poder Diastasico (°PD) definido como lese realizaron por triplicado.
cantidad de enzima contenida en 0,1 mL de una solucién
al 5% (v/v), que puede producir cantidad suficiente deComo referencia se realiz6 un ensayo con cebada malteada.
azlcares reductores para reducir 5 mL de una solucién dara tal efecto, se tomaron 250 g, de cebada malteada y se
Fehling, cuando es incubada con 100 mL del sustrato padicionaron a 1 litro de agua destilada a 45 + 1°C durante
lha20+1°C. 55 minutos, posteriormente se incubd bajo las condicio-
nes estandarizadas en la destileria, con el fin de asegurar
La levadura utilizada para la fermentacion alcohélica fueque los almidones de la cebada se transformen en azlcares,
S. cerevisiaesafwhisky M-1,de la casa comercial de la siguiente manera: 52 + 1°C por 30 min, 62 + 1°C por
Fermentis, en una presentacion de levadura seca instab-horay 72 + 1°C por 30 min, al cabo de este tiempo se

tanea. separd el mosto de cebada del resto de los afrechos de la
misma, obteniéndose asi un mosto para el proceso de fer-
Hidrdlisis del almiddén mentacion, al cual se le determind aztcares reductores (12).

El control negativo se desarrollé bajo las mismas condi-

Todos los ensayos de hidrdlisis se llevaron a cabo epiones amiloliticas y fermentativas del ensayo de referen-
erlenmeyer de 2 L en agitador orbital termostatado, a lagia, utilizando cebada sin maltear y sin adicién de enzimas
mismas condiciones de experimentacion. Se tomaron 25§urante el proceso hidrolitico. Todos los ensayos se hicie-
g, de cebada sin maltear y se mezclaron con 500 mL d&n por triplicado.
agua destilada a 22°C durante 15 minutos, seguidamente
se adicionaron 500 mL de tampdn acetato de sodi®&| rendimiento de la hidrélisis enzimatica fue calculado
(CH,COONa) 0,05M (pH 5,5 +0,2) (8, 9). La hidrdlisis del de acuerdo a la ecuacion reportada por Chen 18yl
almidén se realizé en dos etapas. En la primera, licuefac-
cién, se afiadio la concentraciénodamilasa a evaluar de RE (%) = AR* 097100

e . (%) [1]
acuerdo al disefio experimental mostrado en la tabla 1, P
estas concentraciones fueron calculadas tomando como
base la concentracién recomendada por la casa comerci@londe:RH = Rendimiento de hidrolisis
Se incubd durante 2 horas a 95 + 1°C. Para la sacarificacion,
se adiciond3-amilasa Tabla 1) y se incubé durante 6
horas a 57+ 1°C (10). La hidrdlisis de la mezcla se detuvo P = Concentracién de polisacarido en el sustrato

AR= Concentracion de azlcares reductores

Tabla 1. Resumen del disefio experimental

Concentracion de Sustrato Concentracion de Enzimas
Tratamiento Cebada Cebada Sin o -amilasa B -amilasa
N° Malteada (gL™) Maltear (gL ™) gL™ uLL ™t gL™! °PDL™!
I - 250 0,25 4350 0,25 307,5
I - 250 0,50 8700 0,50 615,0
Ml - 250 0,75 13050 0,75 922,5
\Y - 250 1,00 17400 1,00 1230
\% - 250 1,25 21750 1,25 1538
Control (-) - 250 - - - -

Ensayo referencia 250 - - - - -
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Fermentaciones Resultados y discusion

Para la preparacion del indculo, 1 g Slecerevisiaese  En |a figura 1, se muestra el efecto de la concentracién de
inocul6 en 1 litro de mosto preparado bajo las condicioenzimas¢ y B amilasas) sobre la hidrdlisis del almidén de
nes especificadas para el ensayo referencia, sin complgepada no malteada. Se observa que la concentracién de
mentos nutricionales o ajuste de pH. Se utilizd unazgcares reductores se incrementa en el medio a medida
erlenmeyer de 2 L y se incubd en agitacion, 100 rpm, a 3gue aumenta la concentracion de enzimas utilizada para la
+1°C, por 24 h (14). hidrélisis, hasta alcanzar un valor maximo (59,6%) cuan-
do se utiliza una concentracién de enzimas de!lgimo
Las fermentaciones se llevaron a cabo en erlenmeyer de 2s de esperarse a esta concentracion se alcanza el mayor
con un volumen de trabajo de 1L. Para esto, se inoculargmorcentaje de hidrdlisis (89,4%). Sin embargo, cuando se
100 mL de un cultivo obtenido como se indico anterior-utiliza una concentraciéon de enzimas mayor, 1,25, gL
mente (porcentaje de indculo, 10% (v/v)), con una contanto la concentracién de azlcares reductores (43,5%),
centracion de 1xE@élulas mtt, en 900 mL del producto como el rendimiento de hidrélisis (65,3%) disminuyen.
del proceso hidrolitico (12), de acuerdo al disefio experiEstos resultados concuerdan con lo reportado en estudios
mental presentado en la tabla 1. Se adicionaron 8gL similares, Govindasamy y col, observaron una relacién li-
sulfato de amonio como fuente de nitrégeno. Posteriorneal entre el incremento de la concentracion de enzimas
mente, se incubd en aerobiosis a 35 + 1°C, 100 rpm, por @le 0 a 75%) y el aumento de la sacarificacién, sin embar-
horas, pasado este tiempo se cambid el tapon de algod@o, incrementos superiores al 75% no mostraron aumento
por un tapon de caucho con filtro de salida dg,@@a dar  en la sacarificacion, lo cual responde a la saturacion de la
inicio a la fase de fermentacion en condiciones anaerobiasnzima (6). Kolusheva y Marinova observaron este efecto
y se incub6 hasta completar 84 horas. Se tomaron muestrpara incrementos superiores al 85% (7) y en el presente
cada 12 horas para determinar biomasa. La concentraci@studio para incrementos superiores al 80%.
de azUcares reductores y de etanol se determiné al final del
proceso de fermentacion. Todos los ensayos se realizar@uando se comparan los resultados obtenidos en estos ensa-
por triplicado. yos con el control negativo (cebada no malteada, sin adi-
cién de enzimas), se observa que en todos los casos la adicién
de enzimas amiloliticas aumenta significativamente (P<0,05)
la cantidad de azlcares reductores liberados al medio de
cultivo (control negativo: 2,57%) y el rendimiento de

La concentracion de la biomasa en células s cuantifi- i N ;
c6 por conteo de células en camara de Neubauer (15). {hidrolisis (control negativo: 0%). Este comportamiento co-

concentracion de almidon se determind por la técnica dEr,esponde al esperado, ya gue para que se hldrqllce el almi-
yodo - yoduro y la de azlicares reductores por medio d&lon presente en el grano de ce_bada, es necesario que este se
método de Fehling (16). Para la determinacion de la Conceﬁ-om_et,a a un proceso de maltaj_g, en el cual la h|dr0I|S|s_ del
tracion de etanol se utilizd el método por destilacion yalmldon es rez}ahzada por la accion cqncenada de i‘ enzimas
estimacioén del contenido alcohdlico por determinacion deresentes en éstey B amilasas y cantidades pequefias de

la gravedad especifica. En este método el producto se Son%ycomdasa y dextrinasa, cuya accion combinada es cono-

te a destilacién en condiciones especificas y se determina fiffa como poder diastasico (DP). d-amilasa es sintetiza-

densidad del destilado, con este valor y utilizando tablad@ durante la germinacion del grano, mientras que la

correspondientes se calcula el grado alcoholimétrico (17)_B-amllasa es sintetizada du,rante el desarrollo del mMISMoy S€
encuentra acumulada en éste en un 1 a 2 % del nitrdgeno

. o total en el grano maduro (18, 19). Este comportamiento es
Andlisis estadistico evidente en el ensayo de referencia (cebada malteada, sin

adicion de enzimas), en donde se obtiene un porcentaje de

Se realiz6 un analisis de varianza y se aplic6 la prueba dg,cares reductores del 37% y un rendimiento de hidrolisis
Tukey para determinar si entre los niveles de cada factQfg| 4194, sin necesidad de la adicién de enzimas exdgenas,
hay diferencias significativas, en el programa estadisticQgos resultados no son estadisticamente diferentes (P<0,05)
SPSS version 17.0. Se trabajo con un nivel de significancige |os obtenidos para los ensayos con adicion de enzimas
del 95%. Las variables de respuesta fueron biomasa (LO&)rrespondientes a las concentraciones de 0,25; 0,5; 0,75 y
células mt?), concentracion de aztcares reductores (%) yj o5 g%, pero son significativamente menores a los obteni-

produccion de etanol (%). dos con una concentracién de 1'gL

Técnicas analiticas
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Figura 1. Efecto de la concentracion de enzimas sobre la liberacion de azucares reductores
y rendimiento de hidroélisis del almidon de cebada no malteada. Las letras corresponden
a los Grupos de Tukey (P<0,05).

Cuando los productos de hidrdlisis se utilizaron comotivo, el descenso en la poblacién celular a partir de la hora
sustrato para el crecimiento 8acharomyces cerevisiae 48 es mucho mas marcado, debido a que en éste la concen-
se obtuvo el comportamiento cinético que se muestra en kgacion inicial de aztcares reductores (2,57 %) es mucho
figura 2. Para todos los casos se observa que el microorgmenor y es probable que a esta etapa del cultivo ya se
nismo no presenta fase de adaptacion, iniciando el creciayan agotado, hecho que también se vera reflejado en la
miento en fase exponencial desde la hora 0 hasta la hoproduccién de etanol, como se mostrara mas adelante. En
36, en donde se evidencia una desaceleracion de la velotéfigura 3, se muestra la productividad en biomasa obteni-
dad de crecimiento hasta la hora 48, tiempo en el que s#a para cada uno de los tratamientos, como es de esperarse
obtiene la maxima concentracion de células en todos lolas més bajas corresponden a los tratamientos con menores
tratamientos. Este comportamiento corresponde al esperaencentraciones iniciales de azlcares reductores (control
do, ya que en esta fase (0 h a 36 h) el cultivo se encuentnagativo, 2,57 % y tratamiento |, 42,6 %). Por otro lado, las
en condiciones aerdbicas, y por lo tanto el metabolismo esbtenidas en los demas tratamientos no muestran gran di-
mayoritariamente oxidativo, los azucares son rapidamenferencia con el ensayo de referencia, lo que demuestra que
te oxidados a CQy agua liberando una gran cantidad delas concentraciones de azlcares reductores obtenidas en
energia utilizada para la formacion de biomasa. Adiciodos hidrolizados enzimaticos de cebada no malteada fue-
nalmente, en esta etapa se da la sintesis de lipidos (esteralea las necesarias para el desarrolloSdecerevisiag

y acidos grasos insaturados), los cuales son esenciales legrandose un comportamiento muy cercano al obtenido
la integridad de la membrana y la tolerancia a etanol efradicionalmente en la destileria (ensayo de referencia con
etapas posteriores (20, 21). En la hora 36, las condicionegbada malteada).

de fermentacion varian presentandose limitacion por oxi-

geno, lo que coincide con la desaceleracion de la velocin cuanto a la produccion de etarfég(ra 4), se observa

dad de crecimiento y el inicio de la fase estacionariapna tendencia idéntica a la mostrada en los resultados de
debido probablemente al cambio en el metabolismo celuhkidrélisis Figura 1), es decir que a mayor concentracion

lar de oxidativo a fermentativo, en este Ultimo se presentde enzimas utilizada en la hidrélisis mayor concentracion
un rendimiento de sustrato en biomasa mucho mas baje etanol producida, hasta un maximo de 5,05 % para el
gue el obtenido por via oxidativa, por lo tanto se observaratamiento en donde se utiliza Ygle enzimas. Este com-

un menor crecimiento y un mayor incremento en la conportamiento es de esperarse, debido a que la disponibili-
centracion de etanol (21, 22). En el caso del control negadad de azlcares reductores en el medio después de la fase
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Figura 2. Cinética de crecimiento deacharomyces cerevisiae los productos de
hidrdlisis obtenidos a partir de diferentes concentraciones de enzimas.
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169



Universitas Scientiarum, 2009, Vol. 14 N° 2-3: 164-172

—

Etanol (%)

w
T T T
|

0,25 05 0,78 1 1,25 Fef Ci-)

Concentracion de enzima (gL™)

Figura 4. Produccion de etanol en los productos de hidrélisis obtenidos a partir de dife-
rentes concentraciones de enzimas. Las letras corresponden a los Grupos de Tukey (P<0,05).

de crecimiento exponencial en condiciones aerobias, dserramienta hidrolitica sustituyente de la cebada malteada
mayor en los tratamientos en donde se inicia con concenmportada. Sin embargo, en este estudio se demostro que
traciones mayores, hecho que es muy evidente en el cotas enzimas empleadas para el proceso amilolitico, real-
trol negativo, en donde se obtiene una produccion de etanohente hidrolizan el almidén de la cebada sin maltear, re-
muy baja (0,43%). Cuando se compara la produccién dsultando en sustratos apropiados para la produccion de
etanol en los hidrolizados enzimaticos con la obtenida eetanol porS. cerevisiagpor lo que se podria considerar
el ensayo de referencia (cebada malteada: 3,76%), se opara futuros estudios el empleo de concentraciones de
serva que en los tratamientos en donde se usaron concegustrato mayores, empleando las mismas concentraciones
traciones de enzimas de 0,757y 1 gL?, se logran de enzimas de este estudio, durante periodos de tiempo
concentraciones significativamente mas altas (P<0,05) deés prolongados; optimizar otras condiciones en el proce-
etanol (0,75gt, 4,44%; 1gt!, 5,02 %). Adicionalmente, so como el uso de soportes para inmovilizacion de las
los destilados obtenidos en los diferentes tratamientos senzimas de manera que se puedan reutilizar en el procesoy
sometieron a una prueba sensorial (resultados no mostrde esta manera disminuir costos y por ultimo, evaluar mez-
dos, realizados por el panel de evaluacion sensorial de ldas de cebada sin maltear hidrolizada con estas enzimas y
Destileria Premier), con el fin de determinar una posiblede cebada malteada, teniendo en cuenta que entre mayor
alteracion en la calidad organoléptica del alcohol obtenisea el uso de la cebada nacional o sin maltear en el proceso
do, encontrandose que en ninguno de los tratamientos ggoductivo, mayor serd el beneficio para la destileria, no
presento alteracion de olor y/o sabor. solamente por el costo de esta ultima sino por los proble-
mas de disponibilidad en algunas épocas.
Por ultimo, se realiz6 un andlisis comparativo del costo
del etanol producido con el sustrato tradicionalmente utiConclusiones
lizado en la Destileria (cebada malteada), frente al obteni-
do utilizando cebada sin maltear adicionada de enzimas leos resultados obtenidos en el presente estudio, muestran
una concentracion de 1 gltomando los rendimientos que se puede producir etanol a partir de almidon de cebada
obtenidos en el presente estudio. Se encontro que el coséin maltear empleando y B-amilasas comerciales. Se
del etanol producido por hidrolisis enzimatica es tres veobtuvo un porcentaje de hidrdlisis del almidon de 89,4%
ces mas alto que el obtenido por el proceso tradicional, leuando se adicionaron las enzimas a una concentracion de
que haria inviable el empleo de las enzimas como UnicaglL-1, adicionalmente se obtuvo la maxima produccion

170 Espitia-Rocha et al



Produccion de etanol a partir de cebada no malteada

de etanol (5,02 %), siendo significativamente mas alta qu8.
cuando se utilizé cebada malteada (3,76 %). Sin embargo,
se requiere de mas estudios de optimizacion debido a que
los costos de este tratamiento contindan siendo altos en
comparacion con la utilizaciéon de cebada malteada.
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