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INTRODUCCION

El proceso de produccion de sidra comprende la fermentacion alcohdlica de jugo de
manzana, mediado por levaduras naturalmente presentes en la fruta o que se
incorporan a través de un indculo de cepas seleccionadas (Suarez Valles et al., 2007,
Peng et al.,, 2008). Finalmente, el medio fermentado es endulzado a través del
agregado de azucares para obtener el producto final.

Se han identificado algunos efluentes liquidos como potenciales fuentes para la
recuperacion y/u obtencién de productos de valor agregado. En particular se destacan:
las mermas de fermentacion, fraccionamiento y/o envasado de sidra, el producto que
retorna del mercado por falta de gas o por estar proximo a la fecha de vencimiento y el
producto descartado durante el proceso de fabricacion y/o envasado por no satisfacer
politicas de calidad.

Estos efluentes exhiben una elevada carga organica dado su contenido de
azucares y etanol, con una Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) que puede alcanzar
valores de 180.000 mgO./L. Esto hace necesario su tratamiento previo al vertido en un
cuerpo receptor mediante procesos (por ejemplo, reactores anaerdbicos de alta carga,
digestion anaerdbica, etc.) que conllevan un alto tiempo de residencia, requiriendo
eguipamientos costosos y de gran volumen.

El contenido de carbohidratos sugiere la posibilidad de utilizar los efluentes como
materia prima para la producciéon de etanol adicional a través de una fermentacién
alcohdlica utilizando levaduras (Barford et al, 2005). En trabajos previos se ha
demostrado la factibilidad de producir bioetanol a partir de efluentes de gaseosas (Isla
et al, 2013) vy la factibilidad técnico-econémica de producir bioetanol a partir de
efluentes de cerveceria (Seluy e Isla, 2014).

OBJETIVOS
Estudiar el efecto de diferentes fuentes de macro y micronutrientes, utilizando para
esto un efluente con elevado contenido de compuestos nitrogenados, proveniente de
la producciéon de almidon de maiz. Evaluar la produccion de etanol en cada caso y la
reduccién de la DQO.

METODOLOGIA

En los ensayos de fermentacion se utilizé la levadura Saccharomyces cerevisiae
Var. Windsor (Lallemand Brewing Co., Felixstowe, UK). Esta se mantuvo 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 propag6é mensualmente.

Se utilizé sidra comercial para simular los efluentes.

Previo a la fermentacién el indculo se desarrollé con agitacion constante durante 12
horas a 30 £ 2 °C en medios de cultivo YPG. La biomasa se separé por centrifugacion,
se realizaron lavados con agua destilada, se determind la concentracion y se
resuspendié en un volumen adecuado del efluente a ensayar. Previamente se ajusto el
pH de los medios de fermentaciéon y se suplementaron con extracto de levaduras,
sales minerales y/o efluente de la produccion de almidén de maiz, segun el ensayo.
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Los ensayos de fermentacién alcohdlica se realizaron en reactores de 500 mL, con
sistemas de trampa de gases y toma de muestra para mantener esterilidad y
anaerobiosis, en agitacién y a temperatura de 30+0,1 °C. Periédicamente se extrajo 1
mL de muestra, la cual se centrifugdé a 6500 rpm durante 2 minutos. El sobrenadante
se almaceno para las determinaciones de etanol, azlcares reductores, glicerol y DQO
y el pellet se utiliz6 para determinar la concentracion de biomasa. Este Ultimo se
resuspendié con agua destilada (1 mL), se realizé la dilucién correspondiente y se
determino su absorbancia a 600 nm. El resultado se contrasté con una curva de
calibrado construida previamente entre absorbancia y soélidos suspendidos volatiles
determinados por técnicas estandar (Eaton et al, 2005). La concentracion de etanol se
midié con un equipo estatico basado en un sensor de 6xido de estafio (Isla et al, 2013).
Al finalizar el ensayo, luego de separar la biomasa por centrifugacion, el etanol
también se determind por picnometria. La concentracién de azlcares reductores se
determin6é por el método del acido dinitrosalicilico (Miller, 1959) y la DQO por el
método estandar (Eaton et al, 2005). Los compuestos nitrogenados alfa-amino libre
(FAN) se determinaron por el método EBC-ninhidrina (Lie, 1973) y la concentracion de
glicerol se determing a través de un kit enziméatico. Estudios anteriores realizados por
el grupo de trabajo, demostraron el efecto adverso de los conservantes presentes en
sidra (diéxido de azufre y sorbato de potasio), el cual se minimiz6 ajustando el pH de
la misma a 5 previo a la fermentacion, por lo que ese valor de pH fue utilizado para
todas las fermentaciones.

El efluente de almidén de maiz se centrifugd 5 minutos a 5000 rpm y se caracterizé
el sobrenadante, determinando la DQO y las concentraciones de azlcares reductores,
glicerol, FAN, magnesio y fésforo.

RESULTADOS
En la tabla 1 se presentan los pardmetros mas relevantes de la caracterizacion de
diferentes sidras y del efluente de almidén de maiz.

Tabla 1.
Parametros de Interés
Azucares FAN DQO Glicerol | Magnesio | Fosforo
reductores (g/L) | (mg/L) | (mg 02/L) (g/L) (mg/L) (mg/L)
Sidra 1 94,8 8,4 180000 13,5 101,2 14,1
Sidra 2 90,4 0,0 180000 15,6 59,3 2,0
Efluente 6,7 1190 137456 1,2 222 405
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Figura 1. Consumo de azucares en sidras con y sin
nutrientes



figura 1 se muestra el consumo de azlcares para las experiencias realizadas.

En los reactores que fueron suplementados, se verific6 un consumo total de los
azucares, en un tiempo de fermentacion menor de 48 hs, mientras que, en el reactor
gue no se agregaron nutrientes no se observd un consumo significativo de los
azUucares en ese tiempo. Considerando los resultados obtenidos en la caracterizacion

de las sidras, se observa la importancia
de suplementarla con fuentes de
nutrientes, entre ellos, compuestos
nitrogenados.

Dado su elevada contenido de FAN,
se evalué el efecto de utilizar el
sobrenadante del efluente de almidon de
maiz (ver Tabla 1) como fuente de
nutrientes de la sidra. Se realizaron
experiencias suplementando la sidra con
1, 5y 10 %v/v del sobrenadante del
efluente. En la figura 2 se muestra el
crecimiento de la biomasa y el consumo
de azlcares para las condiciones
estudiadas.

Teniendo en cuenta que cuanto mas
volumen se suplementa, la concentracion
de azlcares fermentables y asi, la
concentracion final de etanol,
disminuyen, se estudi6 el efecto de
suplementar la sidra con volimenes
menores de sobrenadante: 1,25; 2,5;
3,75y 5 %vl/v. En la figura 3 se muestra
el consumo de azucares y el crecimiento
de la biomasa para estas condiciones
estudiadas.

En todos los casos, los azlcares
fueron consumidos totalmente y los
rendimientos en etanol similares. Si bien
la menor concentracion permite lograr
una fermentacion completa, el tiempo de
la misma podria extenderse mas alla de
las 48 hs. Es por esto que se adopté la
concentracion de 2,5%v/v para las
fermentaciones siguientes.

En la figura 4, se observa que la DQO
del medio, finalizada la fermentacién y
separado el etanol, disminuyé en un 75-
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Figura 2. Evolucion de biomasa y azdcares en sidras
suplementadas con efluente de almidén de maiz
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efluente como suplemento




cada una). De esta forma, la biomasa producida en primera fermentacién, se inocul6
en la siguiente y asi sucesivamente. Las cinco experiencias se inocularon con 0,5 g/L
de levadura y se suplementaron con 2,5
%v/v de efluente. Para la primera y la ultima
fermentacion se realiz6 un seguimiento en
el tiempo cada 6 hs, mientras que para los =
repiques intermedios s6lo se tomaron
muestras iniciales y finales. Como se
observa en la figura 5, el consumo de
azlcares de la ultima fermentacion es mas
lento que en la primera. Esto podria deberse *1
a la disminuciéon del pool de ergosterol y *
otros lipidos, que juegan un papel '
fundamental en el funcionamiento de la
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las mismas requieren la presencia de I_:ig_]L!ra 5. Consumo de a_zL‘lcares par_allas_f‘ermenta.iciones
. .. . .. inicial y final de una serie, con reutilizacion de biomasa.
oxigeno para su biosintesis (Dickinson y
Schweizer, 2004).
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CONCLUSIONES

Los resultados demuestran que es posible utilizar un proceso de fermentacién
alcohdlica de los carbohidratos contenidos en de ciertos efluentes de la industria de
sidra, para producir bioetanol, previo ajuste de pH y agregado de nutrientes.

La suplementacién con 5 g/L de extracto de levaduras, una mezcla de sales
inorganicas de (NH.):;HPO4; MgSO4;, y ZnSO4, (5 g/L, 25 g/L ¥y 2,5 mg/L)
respectivamente permiten obtener una fermentacion completa de los carbohidratos.
Estos nutrientes pueden reemplazarse exitosamente por un efluente agroindustrial
suplementandose el mismo con 2,5 %v/v.

Con un inéculo de 0,5 g/L, los azlUcares se consumen en menos de 48 h, con
rendimientos en etanol superiores al 85% del valor teérico. Una vez separado el etanol
producido, el proceso reduce la DQO de estos efluentes en un 80%.
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