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RESUMEN

Se consignan los resultados de ensayos de fermentacidn acetobuti=
lica obtenidos en planta piloto luego del procesamiento de diversas va-
riedades de sorgo granifere (Sorghum sp.) y una de moha (Setaria
italica), efectuados de acuerdo a los criterios prdcticomecondmicos gue
rigen a las industrias de este tipo. Los resultados logrados fueron sa=
tisfactorios, especialmente para algunas variedades hibridas, en las cua®
les la conversion del 33 al 36,7 % de almiddén a solventes fue rdpida,
con una muy buena recuperacion de las vinazas residuales, ricas en
proteinas y lipidos y que dan un producto con aroma y sabor apetitosos.

La moha mostrd su buena aptitud para este procesamiento con
una conversion promedio de almidon a solventes de casi el 35 %, de-
jando, de la recuperacién de sus vinazas, un producto de excelentes
cualidades.

SUMMARY
On acetobutilic fermentation of some varieties of sorghum (Sorghum
spp.) and moha (Setaria italica).

The data on test of acetobutylic fermentation obtained at a pilot
plant are given after processing several varieties of grain sorghum
sorghum ssp.) and one of moha (Setaria italica).

* Trabajo presentado en la Reunién de Comunicaciones Clentificas
del 29/X/77.

P, ) .



The work was performed according to the practical-economical
criterioa that are used in industries of this type, and satisfactories re-
sults were obtained, mainly for some hybrid varieties of Sorghum in
which the couversion of starch to solvents was quick and about 33 to
36,7%, with a very good recuperation of residual vinaces, rich in pro-
teins and lipids, giving up a product of good taste and smell, consi-
dering the soluble solids that were obtained.

The moha showed its good capacity with an average conversion
from starch to solvents of almost 35%, giving the vinaces a product
of excellent qualities.,

INTRODUCCION

Habiéndose observado un creciente interés por parte de los pro-
ductores de sorgo en la instalacién de plantas industriales para el pro-
cesamicnto de dicho grano, se ha estimado conveniente volver sobre
un tema del que ya nos ocupiramos anteriormente (Pomar, 1967).

Dadas las crecientes dificultades surgidas tltimamente en el abas:
tecimiento de derivados del petréleo, el manejo de un material reno-
vable y de fécil logro natural en nuestro pais para producir solventes
industriales como etanol, butanol y acetona, puede significar una pers:
pectiva promisoria, que ofrece, paralelamente, la atractiva oportunidad
de la obtencién de concentrados proteico-lipidicos, de alto valor nu:
tritivo.

MATERIALES Y METODOS

Materia prima: En todas las series de ensayos (no menos de cin-
co para cada variedad) se usaron las siguientes variedades de sorgo
provistas por la Estacién Experimental de INTA de Manfredi (Cér-
doba): Early Kalo; Granador; Hibrido D.A. 54; Hibrido N. K. 300;
Linea R. 978: Mancor; Minu: Pampeano y una variedad de moha pro-
vista por la Estacién Experimental de INTA de Pergamino (Bs. As.).

Cepas de microorganismos: Para la realizacién de las fermentacio-
nes se usé una cepa de Closiridium acetobutilicum perteneciente al
Departamento de Bioingenieria (D4B.B. N® VI) asociada a otra de
Bacillus subtilis (D.B.B. N? V) de acuerdo a experiencias anteriores
(Pomar, 1968).

Conservacion de los esporos: Se preparé una suspensién de espo-

ros de los microorganismos mencionados la que fue secada al vacio,
aditada en mezcle al soporte de tierra, arena y CO3 Ca (60:40:1)
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previamente esterilizado. Se preparé cantidad suficiente para asegu-
rar la realizacién de las fermentaciones en condiciones similares a las
efectuadas anteriormente (Pomar, 1968).

Germinacién de los espores: De acuerdo a experiencias realiza:
das en fermentaciones a escala de laboratorio, planta piloto e indus-
trial, el medio mas conveniente para hacer germinar los esporos fue
el mosto al 6% (peso sobre volumen: p/v) de harina de lentejas, o
una mezcla de leguminosas, siempre incluyendo aquéllas.

Para preparar este mosto, se realiz6 una suspencién de harina
de las leguminosas en tubos de ensayo con agua (10-12 ml. c/u)., de-
jando embeber completamente y agitando de vez en cuando,

Luego se precociné en Bafiomaria (b.m.) agitando los tubos fre-
cuentemente por rotacién (para evitar que el material se apelmazara
en el fondo), calentando gradualmente hasta llegar a la temperatura
de ebullicién; asi se logré la gelificacién del material en el volumen
total. Obtenido esto, los tubos convenientemente preparados, se este-
rilizaron en autoclave (30 min. a 120°C).

La realizacién del choque térmico (para estimular la germinacién
de los esporos), se efectué colocando los tubos, preparados de la ma-
nera indicada, en un b.m. frio calentando poco a poco hasta ebulli-
cién (asegurando la homogeneidad de la temperatura agitando fre-
cuentemente los tubos por rotacién). Logrado este punto, se agregd
en cada tubo, asépticamente, una porcién de tierra estéril contenien-
do la mezcla de esporos. Se volvieron de inmediato los tubos al b.m.
y se mantuvo en ebullicién durante 90-120 seg. Lucgo de enfriar, se
incubaron en estufa a 40 + — 12C. Al cabo de unas 12 hs. de incuba-
cién se observd, en a superficie de los medios, la formacién del velo
caracteristico del desarrollo del B. subtilis, el cual posteriormente se
rompié al iniciarse el activo desprendimiento de burbujas de gas, in-
dicador de la germinacién y activa multiplicacién de los clostridies, lo
que sucedié entre las 18 y 24 hs. después del choque térmico.

Preparacién del indeulo: Cuando se aprecié la franca actividad
fermentativa en los tubos “chocados” (por la formacién del caracteris-
tico “sombrero”) el contenido se virtié en un erlenmeyer con 200 ml.
de mosto de sorge en concentraciéon de 6-8% (p/v) el cual fue preco-
cido a 50-60°C en b.m. y llevado, luego, a ebullicién hasta gelifica-
¢ion, esterilizando finalmente en autoclave a 126-132°C (1,5—2 atm.)
durante 30-40 min.

Comprobada nuevamente la actividad fermentativa del cultivo
(12-14 hs. luego del trasiego), se los repicé una vez mis, de modo de
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lograr el volumen del inéculo necesario para la siembra de las fermen-
tlagcé(;ng;) (su optimizacién se iuvestigd anteriormente, Pomar et al.,

Preparacién de mostos en planta piloto: Salvo la diferencia de la
materia prima constituyente dei mosto a fermentar, las pruebas fue-
ron realizadas de acuerdo a lo especificado en trabajos anteriores (Po-
mar, 1967 1968 y Pomar, et al., 1964-65). Para su preparacidn se
adoptd el uso de cantidades pricticas que aseguraran una concentra-
cién de almidén de 6% (p/v) o el valor més préximo posible, en fun-
cion de los dosajes previos efectuados sobre las harinas de cada va:
riedad de sorgo, ya que esta concentracién permite fermentaciones ra-
pidas y completas.

Con el objeto de asegurar la perfecta coccién y esterilizacién del
material, se adopté una temperatura de 130-1359C bajo agitacién y
durante un tiempo de no menos de 20 min. que pudo reducirse cuan-
do se sustituyé parte del agua por vinazas de recirculacién (V.R.) a
12-15 min. manteniendo la temperatura indicada.

En cuanto se refiere al sorgo, los mostos fueron preparados agre-
gando a 23,5 litros de agua, 6 litros de V.R. y la cantidad de sorgo
necesaria, segin su dosaje, para producir un mosto con una concen-
tracién de almidén de 6 + — 0,1%, luego de precocer durante 30 min,
a 50-60°C y cocer bajo agitacién a 130-1359C durante 15-20 min.

El mosto asi preparado, cuya sustancia seca (s.s.) correspondidé
a valores de 9,20 + — 0,3% con una viscosidad variable entre 270 cen
lipoises (cp) a 40°C y 90 cp. a 709C, fue inoculado con 2,5% v/v de
precultivo preparado en €l modo ya detallado, salvo en el caso de la
variedad de sorgo Minu, que requiri6 5% (v/v), incubando a 41 + —
19C y neutralizando luego de 5—7 hs. después de la siembra, cuando
el pH se halla entre 4,7—4,9 con el agregado del 0.06% (p/v) de CO
Ca respecto al mosto. Cuando a esta variedad de sorgo Minu se la 2
sembré agregando precultivo en la proporcién prescripta en anterio-
res trabajos (Pomar, 1967) la fermentacién fue nula o deficiente, cir-
cunstancia que se superé aumentando la densidad de siembra.

Dado ¢l mas bajo tenor de almidén constatado en la moha, se
aumenté correspondientemente su cantidad para asegurar el dosaje
de almidén en el mosto (6% p/v), realizando un precocido a 50-60°C
durante 30-40 min. y cociendo a 130-1359C durante 15-20 min. el
grano molido y 30-35 min. el grano entero.

El pH de los mostos de moha oscilé entre 5,6 — 5,2 cuando se
prepararon naturalmente, descendiendo 0,1 cuando se recircularon vi-
nazas, cuyo pH fue de 5,05-5,10.
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Preparacién de las vinazas: Efectuado el desflegmado de los mos-
tos fermentados de acuerdo a la tecnologia conocida (Pomar, 1967)
se obtuvo la vinaza que se adiciondé a los mostos, en reemplazo de un
20-25% del volumen de agua que los integra. Estas vinazas se usa-
ron sin tratamiento previo alguno pues no fue indispensable.

De acuerdo con los resultados de andlisis efectuados sobre las
vinazas de destileria (V.D.) que no se afectaron a la recirculacién
(V.R.) resultd llamativa la calidad y cantidad de los productos ob-
tenidos. De la vinaza total, se separaron los sélidos en suspensién de
la parte fina y liquida, a través de tamiz de 40 a 60 mallas, proce-
diendo a secar el insoluble y concentrando el liquido en evaporador
de pelicula descendente agitada con un V t = 40-50°C y una tem-
peratura de evaporacién de 80°C hasta lograr un jarabe de aproxima-
damente 50% de sélido seco. Este concentrado se llevé a polvo seco
en “spray” (Niro) con una temperatura en el aire de salida de 130-
150°C entrando a 260-280°C de tal modo que el s6lido nunca se en-
contrara a mis de 80°C.

Temperatura de fermentacién: En todas las series de ensayos fue
de 41 + — 1°C con lo que se 'asegurd fermentaciones ripidas, eficientes
y sin mayor formacién de productos secundarios.

Neutralizacién de los mostos: El pH de los mostos luego de 5-7
hs. de ser inoculados, descendié a un valor de 4,7-4,9 habiéndoselo
neutralizado mediante el agregado del 0,06% de CO3Ca estéril res-
pedc(t)o al volumen del mosto, para asegurar un proceso eficiente y ra-
pido.

Anilisis quimicos: Para las determinaciones de almidén, lipidos,
proteinas y humedad en las harinas de sorgo y en las vinazas secadas,
se adoptaron las normas aconsejadas en “Official Methods of Analy-
sis” (Horwitz, 1960).

Los pH de los mostos se determinaron con un pH Meter Luftman.

Entre los solventes, la acetona se valoré segin el tradicional mé-
todo de Meissinger, adaptado pricticamente a nuestra necesidad. Pa-
ra ello se colocé 1 ml de flema destilada y bien homogeneizada en
matraz aforado de 200 ml. Esta flema se obtuvo de la destilacién de
un volumen bien determinado de mosto fermentado (1-1,5 litros) re-
cogida en un matraz aforado de 500 ml, al que se completé el volu-
men con agua una vez agotada la destilacién. Al volumen indicado,
colocado en el matraz de 200 ml, se le agregaron 5 ml de solucién de
MnO4K al 5% (p/v) y 5 ml de SO4H2 al 30% (p/v).
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Luego de 45 min y ocasionales agitaciones, se destruyé el exceso
de MnO4K con H202 de 20 vol. agregada cuidadosamente gota a go-
ta bajo agitacién y retornando luego a color apenas rosado con solu-
cién de MnO4K al 0,5% (p/v).

Se precipité el MnO2 coleidal por agregado de NaOH en solu-
cién al 30% agregado cuidadosamente y con un ligero exceso al fi-
nal. Se enrasé el matraz con agua destilada, se homogeneizé su con-
tenido y se filtr6 por papel.

Se tom6 una alicuota de 100 ml en cada caso y se agregaron 15-
20 ml de solucién de I2 N/10 medidos en bureta. Luego de 10-15
min se acidificé con SO4H2 en solucién al 30% p/v, titulando el ex-
ceso de 12 con S203Na2 N/10 usando almidén como indicador.

Los otros solventes, etanol y butanol, se dosaron con el destila:
dor Piazza (Piazza, 1942) adoptando la técnica indicada por Rouzaut
(1941).

RESULTADOS

Sorgo: Se constaté que la primera fermentaciéon correspondiente
a cada variedad de sorgo fue 3-4 hs mis lenta que las siguientes, veri-
ficandose el cfecto positivo de la recirculacion de vinazas (V.R.) ya
estudiado (Pomar, et al , 1964-65).

En el cuadro N? 1 se consignan los resultados de los analisis de
las harinas de las diversas variedades de sorgo (humedad: 10-12%) y
de los mostos preparados y fermentados, promedio de cinco ensayos
con cada muestra.

Los valores promedios obtenidos del procesamiento de las vina-
zas, correspondientes a las diversas variedades de sorgo, respecto a la
cantidad puesta en juego, oscilaron entre 5 y 11% p/p para la casca-
rilla residual, en tanto que los sélidos solubles variaron entre 21 y
34% p/p.

Habiendo constatado que el contenido promedio de proteinas
varid entre 20 y 22% para la cascarilla secada y entre 39-42% para
el solido soluble secado, no queda duda respecto a la necesidad de
profundizar el conecimiento de estos subproductos desde el punto de
vista de su posible valor biolégico.

Moha: En el cuadro N? 2 se consignan los datos promedios de
dos series de cinco fermentaciones realizadas con moha.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

El estudio de los resultados permite apreciar que:

— Las fermentaciones que produjeron los mejores valores de conver-
sién de almidén en solventes, fueron las mas répidas y correspon-
dieron a las variedades: hibrido D.A. 54, linea R.978, hibrido N,
K.300, Granador y Mancor.

— La variedad Minu Inta ofrecié inconvenientes en su fermentacién,
debido posiblemente a la existencia, en el grano, de sustancias in-
hibidoras de la actividad de nuestras cepas, hecho que se superd
aumentando los indculos. Esta variedad produjo la mis alta pro-
porcién de butanol respecto a la acetona formada.

— Result6 elevado el tenor en almidén del sorgo Granador (7,3%
p/p con 11% de humedad); pero segin el rendimiento obtenido
no parece ser exagerado el valor consignado.

— EI contenido proteico (39-42%) de los sélidos solubles obtenidos
de la V.D. representa el 28-43% del sorgo procesado.

— Los resultados obtenidos confirman que el sorgo, de cualquier va-
riedad, es una excelente materia prima para la fermentacién ace-
tobutilica. Al mismo tiempo es de seiialar la conveniencia de re-
cuperar sus vinazas que, por lo comin y parcialmente, se usan pa-
ra la crianza de cerdos, pero que, tratadas convenientemente, pro-
ducen un polvo rico en proteinas, con agradable aroma y sabor lo
que justificarfa profundizar el estudio de este material.

— Referente a moha, la intensificacién de la cocién del grano ente-
ro permitié obtener resultados idénticos a los obtenidos con el sor-
go en el rendimiento de solventes. Este hecho nos permite afirmar
que la moha es un material de excelente calidad para este tipo
de proceso.

— La recuperacién de los sdlidos solubles de moha, brindé un pro-
ducto de color algo mis claro y de aroma y sabor més agradables
que los obtenidos con sorgo.

— Podemos concluir que si bien la moha es empleada principalmen-

te en ganaderia, tiene, ademds, buenas perspectivas en la Bioinge:
nierfa.
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