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INTRODUCCION

Los efluentes de la industria de bebidas azucaradas, en particular aquellos generados
por operaciones de “descarte” (productos fuera de especificacién durante produccion,
devolucién desde gondola por vencimiento o calidad afectada, etc.) contienen
azucares simples en una concentracién entre el 60 y 150 g/L, responsables de la alta
carga organica de los efluentes. Los costos de almacenamiento y las operaciones de
tratamiento previo a su disposicidn final representan un gran problema desde el punto
de vista econdmico y ambiental. Como estrategia novedosa y de bajo impacto
ambiental se visualizan estos efluentes como materias primas no convencionales, de
bajo costo y renovables para la fermentacidén alcohdlica mediada por levaduras (Isla y
col., 2013; Comelli y col., 2016). Este proceso, permite reducir ripidamente la carga
organica de los mismos y obtener productos con valor agregado tales como bioetanol
y €O, de alta pureza, convirtiendo un proceso clasico de tratamiento en un proceso
productivo rentable. Luego de remover la biomasa y el etanol se logra reducir en un
8% la carga organica inicial del efluente (Comelli y col., 2015).

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron las levaduras comerciales Saccharomyces cerevisiae var. Windsor, 5.
bayanus y 5. cerevisiae var. Ethanol Red. Las mismas se mantuvieron a 4° C en
medio sélido YPG (30 g/L de sacarosa, 3 g/L extracto de levaduras y 2 g/L de peptona
de carne) y se propagaron mensualmente. Para los ensayos, se utilizd un medio
sintético compuesto por un mix de gaseosa (65% de bebida gaseosa sabor cola, 28%
sabor lima-limén y 7% sabor naranja, valores en funcidn de los volimenes de
comercializacién). Previo a la fermentacion el indculo se desarrolld con agitacidn
constante durante 24 horas a 30 + 2° C en medios de cultivo YPG liquido. La biomasa
se separd por centrifugaciéin, se realizaron lavados con agua destilada, se determind
la concentracién y se resuspendid en un volumen adecuado del efluente a ensayar. Se
ajustd el pH de los medios de fermentacién y se suplementaron con diferentes
nutrientes, en funcién del objetivo de cada ensayo: i) extracto de levaduras; iy sales
minerales o iii) un efluente de la produccion de almiddn de maiz rico en nitrdgeno
organico (licor de maceracidén), provisto por una empresa local de refinacidn de
almidén de maiz. Los ensayos de fermentacidén alcohélica se realizaron en reactores
de 100 mL, con sistemas de trampa de gases y toma de muestra para mantener
esterilidad y anaerobiosis, en agitacidén y a temperatura de 3010,1 °C. Periddicamente
se extrajo 1 mL de muestra y se realizd un seguimiento en el tiempo de los siguientes
parametros: a) etanol, mediante el empleo de un equipo estitico desarrollado por el
grupo de trabajo sobre la base de un sensor de alcohal de dxido de estafio (marca
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Figaro TGS 2620); b) azucares, por meétodos espectrofotométricos [azlcares
reductores por el método del acido dinitrosalicilico (DNS) (Miller, 1959)]; ¢) biomasa,
por espectrofotometria a 600 nm, relacionando esta medida con una curva patrén de
sélidos suspendidos totales (S5T), (APHA, 2005); d) gliceral, mediante utilizacién de
kit enzimatico, siguiendo las indicaciones del fabricante; y &) demanda quimica de
oxigeno (DOO) de los efluentes tanto al inicio como luego de las fermentaciones y del
efluente agotado y despojado del etanal mediante la técnica estandar.

RESULTADOS Y DISCUSION

En primera instancia, se estudid el impacto sobre las fermentaciones de diferentes
fuentes de nitrégeno. Para los ensayos se utilizaron tanto fuentes de nitrdgeno
inorganico (sales minerales) como organico (licor de maceracion de maiz de una
industria de refinacidn de almiddn de maiz). Las fermentaciones se llevaron a cabo en
nueve reactores utilizando las tres cepas de levaduras y suplementando el licor de
maiz al 2,5, 5 y 10 %viv. Se registrd [a evolucidon en el tiempo de las concentraciones
de biomasa, azlcares reductores vy etanol. En las Figuras 1 y 2 se muestran los
resultados para los reactores suplementados con 5 %v/v de efluente de licor de maiz.
A tiempo final (22 horas), la produccion de etanol habia sido de 27,7 g/L para la cepa
S. cerevisiae var. Windsor, 26,2 g/L para S. hayanus y 24 g/L para la var. Ethanol Red.
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Figura 1. Evelucion de la Biomasa utilizando Figura 2. Evolucion de los anicares
licor de maiz al 5% como suplemento reductores utilizando licor de maiz al 5%

Luego, se estudid el efecto del autolisado de levaduras como suplemento, sobre el
desempefio fermentativo de las levaduras y se compararon estos resultados con los
obtenidos para el licor de maiz. Para la fermentacidon, se usaron seis reactores: un
contral negativo sin suplemento, un control positive suplementado con 10 g/L de
extracto de levadura, y los demas suplementados con el autolisado previamente
caracterizado al 1; 2,5; 5y 10% v/v. Para todos los casos, se registrd la evolucion en el
tiempo de las concentraciones de biomasa, azlucares reductores y etanol. Se observa
que en el control negativo, si bien no hubo crecimiento notable en biomasa, debido a la
falta de una fuente de nitrégeno, los azucares fueron consumidos casi totalmente y
hubo produccién de etanol. En cambio, en el control positivo v en los reactores
suplementados con el autolisado los azucares fueron consumidos totalmente a las 24
hs (Figura 3). Posteriormente se utilizé una mezcla de sales (5 g/L fosfato de amonio,
2.5 g/L sulfato de magnesio y 2,5 mg/L sulfato de cinc) como suplemento de las
fermentaciones. Se realizaron ensayos utilizando las tres cepas de levaduras. Coma
se observa en los graficos siguientes, los azlucares reductores no fueron consumidos
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totalmente al cabo de las 24 horas (Figura 4). 5in embargo, la produccién de etanol
para los tres casos fue de aproximadamente 35-37 g/L.

Produccion de Btanol

Azucares Reductores
s A ndsOr

A B Gntrol

i
i
i
i )
; : | o @ = g BV
F— n2gativo i 5 €0 ‘ Rhanol.Red......
5 D g B ontrol positive | E
|2 m
1 r— 1 [T
- ¥ Autolisado 1% i Ex h"b-..._~__ -
& o JRERRE- | —
1
B Autolisado 25% | g 0
1
H LN Ll L T
| 0 0 Tidmpo ) 2P
Figura 3. Produccion de etanol, utilizando Figura 4. Evolucion de los azicares
autolisado de levaduras como suplemento. reductores utilizando mezcla de sales como

En segunda instancia se realizé una comparacidn de biomasa (cepa Windsor)
proliferada sobre distintos medios: medio YPG (compuesto por 30 g/L de glucosa, 3
g/L de extracto de levadura y 2 g/L de peptona de carne); y medio compuesto por mix
de gaseosas diluida 1/5 y suplementada con 10 g/L de extracto de levadura. Ambos
medios fueron esterilizados en autoclave y luego de la siembra de levaduras, las
mismas permanecieron en agitacidén y a 30 °C durante 36 horas. Para todos los
ensayos realizados, la biomasa proliferada sobre mix de gaseosas con extracto de
levadura crecid entre un 15-30% mas que la biomasa proliferada sobre medio YPG.
Posteriormente, se estudid el efecto del sulfito de sodio y la aireacidn sobre la fase Lag
de la fermentacién. Se realizaron ensayos sobre mix de gaseosas en ocho reactores,
utilizando la biomasa proliferada en las condiciones descritas anteriormente. Las
caracteristicas de cada reactor son las que se detallan en la siguiente tabla:

ey BORIERS Ml Ve

1 YPG clasico 5l 5l
2 YPG clasico 5l NO
3 YPG clasico NO 5l
4 YPG clasico NO NO
5 Mix diluido Sl Sl
& Mix diluido Sl NO
7 Mix diluido NO Sl
8 Mix diluido NO NO

Tabla 2. Descripclon de las condiclones de reacclon

Inicialmente se utilizd la mezcla de sales como suplemento de las fermentaciones para
todos los reactores y luego se realizd el mismo ensayo pero utilizando extracto de
levadura (10 g/L) como nutriente. Se tomaron muestras a las 0, 1, 2, 3, 4, 12 y 24
horas para realizar un estudio exhaustivo de la fase lag. Se midié la concentracidén de
biomasa y azlcares reductores para todos los tiempos, etanol para las 12 y las 24
horas y glicerol a tiempo final. Para todas las condiciones estudiadas, se observa un
efecto positivo de la aireacidn sobre el crecimiento de la biomasa, probablemente
debido a la restauracién del pool de lipidos y/o cofactores, que no afecta a los
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rendimientos en etanol. Asimismo, la adicidn de sulfito de sodio en condiciones
anaerdbicas genera un efecto positivo sobre el desempefio fermentativos de las
levaduras con rendimientos en etanol de alrededor de un 10% superiores a los
contrales. Esto, podria deberse al papel detoxificador que juega el sulfito de sodio en
la fermentacion.

CONCLUSIONES

Los resultados demuestran que es posible utilizar un proceso de fermentacién
alcohédlica de los carbohidratos contenidos en ciertos efluentes de la industria de
bebidas azucaradas, para producir bioetanol, previo ajuste de pH y agregado de
fuentes nitrogenadas va sean de origen organico o inorganico.
Se demostrd la factibilidad técnica de utilizar las siguientes fuentes de nutrientes:

= Autolisado de levaduras (5 - 10%v/v);

= Mezcla de sales inorganicas de fosfato de amonio (5 g/L), sulfato de

magnesio (2,5 g/L) y sulfato de cinc (2,5 mg/L)

= Efluente de la industria de almidén de maiz (5%v/v).
Para todas las condiciones estudiadas, se establecid que una concentracidbn minima
de levaduras en el infculo de 2 g/, permite consumir los azlcares en
aproximadamente 24 h (la mezcla de sales prolonga el tiempo de fermentacién), con
produccién de etanol de entre 35 a 37 g/L logrando de esta manera una reduccidn de
la DOIO de los efluentes liquidos luego de separar el etanol producido por destilacidn.
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