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Resumen

En la industria alimenticia, el sector cervecero ocupa una posicion central,
con una producciéon mundial superior a los 1500 millones de hL por afo, siendo la
cerveza la quinta bebida mas consumida.

El proceso de produccién de cerveza se divide principalmente en 3 etapas,
en la primera el almidén contenido en el grano de cebada (u otros como el arroz,
trigo, etc.) es convertido en azlcares fermentables obteniendo un liquido azucarado
denominado mosto. En la segunda etapa, el mosto es fermentado por levaduras
para convertir los azlcares a etanol y otros compuestos minoritarios, obteniendo la
cerveza y en la tercera, la cerveza obtenida es clarificada, filtrada y envasada.

Los principales efluentes generado durante todas las etapas del proceso
consisten en el agua utilizada para el lavado de tanques, botellas, maquinas vy
pisos, y se generan de 6 a 8 hL de efluentes por cada hL de cerveza envasada, con
una Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) de 2000-6000 mgO,/L. Los procesos de
tratamiento de éstas corrientes se han abordado intensamente en la literatura,
siendo los mas relevantes, la combinaciéon de sistemas anaerdbicos, usualmente
reactores de manto de lodos de flujo ascendente (UASB), y/o aerdbicos, como
plantas de “Barros Activados” o secuencia de reactores batch. Hay estudios que
sefialan esta combinacion como la mejor alternativa para este tipo de efluentes,
permitiendo alcanzar los estandares de volcado establecidos por las legislaciones,
con remociones de DQO superiores al 80%.

Sin embargo, ciertos subproductos como el bagazo, el excedente de
levadura, la tierra de diatomeas usada, los turbios (sélidos retenidos en la filtraciéon
del mosto) y las etiquetas desechadas, generan grandes inconvenientes cuando se
mezclan con la corriente principal de efluentes, tornando variable la eficiencia de

estos procesos.
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El bagazo y los turbios, normalmente son mezclados y vendidos como
alimento para ganado, o utilizados como materia prima en otros procesos
productivos por su contenido de xilosa. La tierra de diatomeas agotada, puede ser
regenerada, pero normalmente es desechada, pagando un costo por su disposicion
final.

El excedente de levadura consiste en una suspension de levaduras en
cerveza en distintos estadios de fermentacién, con una concentracion de sdlidos
cercana al 10%m/m. Su volumen puede alcanzar de un 1-3% del volumen de
cerveza producida y es vendida a la industria de alimentacién animal en la mayoria
de las cervecerias. No obstante, su utilizacidon es objeto de intensa investigacién a
escala laboratorio para obtener productos con valor agregado. A modo de ejemplo
podemos citar su uso para la produccién de oligosacaridos, de celulosa bacteriana,
de bioetanol, su co-digestién con los efluentes de lavado en reactores anaerdbicos
de alta carga para incrementar la produccion de metano, y su utilizacion como
alimento para peces.

Sin embargo hay ciertos efluentes que comparten caracteristicas similares y
gue no son tomados en consideracion en las alternativas ante mencionadas y que
se pueden agrupar como “cerveza de descarte”. Esta comprende la cerveza
derramada durante el envasado, la cerveza rechazada internamente por estar fuera
de especificacién y la cerveza que es devuelta del mercado por estar proxima a la
fecha de vencimiento. Esta corriente puede representar un 0,6-1% del volumen de
cerveza producida y deben ser dosificados a los sistemas de tratamiento debido su
elevada DQO (120000-150000 mg Oy/L).

Si bien hay estudios que abordan parcialmente la utilizacion del excedente
de levaduras como materia prima en procesos productivos, ninguno enfoca de
manera integral el tratamiento de estas corrientes, (excedente de levaduras, y
descarte de cerveza), utilizando dichas corrientes como materia prima de procesos
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productivos, con el objetivo de disminuir la carga organica a ser tratada en las
plantas convencionales, y con ello los costos de inversién y operativos.

En esta tesis se estudiaron los aspectos técnicos y econdmicos de los
siguientes procesos: La recuperacion de etanol a partir de la fraccidon liquida del
excedente de levaduras y de la cerveza de descarte; La produccion de bioetanol por
fermentacion alcohdlica de los carbohidratos remanentes en la vinaza obtenida del
proceso anterior; y la produccién de acido acético (vinagre de cerveza) por
fermentacion en cultivo sumergido de la fraccidon liquida del excedente de levaduras
y de la cerveza de descarte.

Los resultados obtenidos demostraron la factibilidad de los procesos
propuestos. La recuperacion de etanol, seguido de la hidrdlisis y fermentacién de la
vinaza, permitido una reduccién de la carga organica de los efluentes en un 88%,
resultando a su vez un proceso econdmicamente rentable, con un periodo de
recupero del capital de 24 meses. El proceso que utiliza la fraccion liquida de los
efluentes como medio para producir vinagre de cerveza a través de un cultivo
sumergido, practicamente elimina las necesidades de tratamiento, resultando en un

proceso sumamente rentable con un periodo de recupero del capital de 2 meses.

Palabras clave:

Tratamiento de efluentes, Cervecerias, Etanol, Vinagre de cerveza
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Capitulo 1 - Introduccién. Aspectos Generales

Capitulo 1. Introduccion. Aspectos generales

Reseinia historica de la cerveza

Con el desarrollo de la agricultura entre el 10000 a. C. y el 6000 a. C.
comenzaron a descubrirse los productos elaborados a partir de sus frutos, lo que
hace que la cerveza probablemente haya sido descubierta en ese tiempo. El
descubrimiento de la “fermentacidon baja” hacia el siglo XV y la introduccién del
lGpulo acercd la cerveza a los consumidores haciéndola comercialmente mas
atractiva. Este Ultimo, prevalecié sobre las demas hierbas y especies debido a que
mejord su conservacion y por consiguiente su traslado y comercializacion, ademas
de influir en el cuerpo y sabor de la cerveza. En 1883, Carlsberg Brewery comenzd
la produccién industrial de cerveza “lager” con una cepa de levadura previamente
aislada en medios solidos. Este evento se convirtid en un hito de la revolucién
industrial, ya que significaba la transicion de la elaboracién de cerveza artesanal de
pequefia escala a la moderna produccion a gran escala. Esto fue pronto seguido por
otras compainias, convirtiéndose en los siguientes afios en una técnica estandar en
Europa y América del Norte, provocando un crecimiento exponencial de la
produccidon de cerveza. Hoy la industria cervecera ocupa una posicién central en la
industria alimenticia a nivel mundial, con una producciéon superior a los 1500
millones de hL por afio, siendo la cerveza la quinta bebida mas consumida en el

mundo (Fillaudeau et. al., 2006; Preedy, 2009).

Ingredientes

Los principales ingredientes utilizados en el proceso de producciéon de
cerveza son: agua, malta, lUpulo y levaduras. El agua es el principal componente

de la cerveza, por lo que muchas cervecerias acondicionan el agua para obtener las


http://www.elsevierdirect.com/author.jsp?authorcode=1003388
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condiciones de pH, concentracion de minerales, alcalinidad, etc., acordes a su
proceso productivo.

El segundo ingrediente mas importante desde el punto de vista cuantitativo
para la producciéon de cerveza es la cebada. Esta se germina en condiciones
controladas de humedad y temperatura, para impulsar la formacién de enzimas, las
gue son responsables luego de la hidrdlisis del almidén y de las proteinas
contenidas en el grano, para dar origen a los azlicares y compuestos nitrogenados
asimilables por las levaduras durante la fermentacién. La cebada germinada se seca
durante distintos periodos de tiempo y finalmente se muele, para obtener la malta.
Como fuente alternativa de carbohidratos, suelen utilizarse sustitutos de malta,
como trigo, arroz, o maiz, los cuales representan interés no soélo por su contribucion
especial al aroma y color de la cerveza, sino por su disponibilidad y rentabilidad que
aplican al proceso.

El ldpulo le confiere a la cerveza su amargor y aroma tipico.
Tradicionalmente se afiade durante la elaboracién de la cerveza, debido también a
sus efectos conservantes. El IGpulo influye en el sabor y aspecto de la cerveza.

Por altimo las levaduras utilizadas generalmente en la produccion de cerveza
son del género Saccharomyces. Las levaduras son las responsables de convertir los
azUcares contenidos en el cereal en etanol y diéxido de carbono. Los principales
criterios en la seleccion de una buena levadura de cerveza son: el tipo de
fermentacion (lager o baja; ale o alta), las caracteristicas de floculacion, el
rendimiento de la fermentacion, la produccién y degradacion de productos
secundarios (desarrollo del aroma, eliminacién de di-acetilo, etc.) (Hough, 1990;

Kunze, 1999; Briggs et al., 2004; Eblinger, 2012).
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Proceso de produccion

El proceso de elaboracién de cerveza se puede dividir en 3 etapas
principales, presentadas en la figura 1: elaboracién del mosto, fermentacion y
maduraciodn, y finalmente la filtracion y envasado.

La elaboracion del mosto comienza con la germinacién de la cebada en
condiciones controladas, de manera de obtener una germinacién uniforme en todos
los granos, el secado de los mismos a diferentes tiempos y temperaturas para
obtener maltas (grano de cebada seco) con mayores o menores actividades
enzimaticas, y la molienda de la malta, ya sea en forma himeda o seca. La harina
obtenida se mezcla con agua previamente acondicionada y esta mezcla se calienta
por distintos tiempos y temperaturas optimas para que las enzimas contenidas en
la malta hidrolicen el almidén presente en la harina liberando azlcares simples
como glucosa, fructosa, maltosa y malto-triosa. Al mismo tiempo las enzimas
proteoliticas producen compuestos nitrogenados como aminoacidos y oligopéptidos
que son la principal fuente de nitrogeno a ser utilizadas por las levaduras durante la
fermentacion. El liquido resultante de esta operacion, que contiene todos los
azlcares y compuestos nitrogenados solubilizados se denomina “mosto”. Este es
clarificado para eliminar los restos de cereal y es enviado a la sala de cocimientos,
donde es llevado a ebullicion para eliminar microorganismos indeseados y ajustar
las concentraciones de los distintos componentes. En esta etapa se agrega el lUpulo
de manera de que libere las sustancias que le otorgan el aroma y sabor
caracteristico a la cerveza. El mosto finalmente es enfriado y enviado a los tanques
de fermentacion.

La fermentacion de los azlcares contenidos en el mosto es realizada con
levaduras. Estas transforman los azlcares principalmente en etanol y diéxido de
carbono, como asi también en otros compuestos minoritarios que forman parte del

aroma Yy sabor caracteristicos de cada cerveza. Cuando la mayor parte de los
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azucares fueron consumidos, en los procesos de fermentacidon baja, las levaduras
sedimentan y son separadas del fondo de los tanques de fermentacidn,
generalmente cénicos. Esta primera etapa de fermentacién suele durar entre 7 y10
dias dependiendo el tipo de cerveza. Posteriormente la cerveza es enviada a los
tanques de maduracién, en los cuales se baja la temperatura a valores cercanos a
0°C, para favorecer la precipitacion de complejos de proteinas y polifenoles y de
otras sustancias responsables de formar turbidez, las cuales son separadas por el
fondo de los tanques. En esta etapa que suele durar en 3 y 20 dias segun el tipo de
cerveza producida, se suelen agregar compuestos para favorecer la precipitacion
(bentonita, polivinil-polipirrolidona PVPP, etc.) los que son separados junto con los
solidos que precipitan naturalmente. La cerveza con un bajo contenido de sélidos es
enviada a la etapa de filtraciéon y envasado.

Por ultimo, la cerveza es filtrada utilizando tierra de diatomeas, o a través
de tecnologia de membranas de manera de obtener una cerveza clara y brillante, la
cual es emvasada, empacada y comercializada (Hough, 1990; Kunze, 1999; Briggs

et al., 2004; Eblinger, 2012).
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5

FASE 2:FERM-MAD 10/D
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‘ LLENADO Y ENCHAPADO

FASE 3: ENVASADO 8/H

Figura 1: Proceso de produccion de cerveza. Etapas principales. Fuente: Bertec-Tecnologia
Cervecera. Imagen recuperada de http://beertec.galeon.com/

Efluentes generados en la industria cervecera.

Durante el proceso de producciéon de cerveza se generan diversos tipos de
efluentes, que se pueden dividir en tres grandes grupos segln su composicion y el
destino que reciben:

e Residuos
e Aguas residuales

e Otros efluentes
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Residuos

Los residuos comprenden todos los materiales domésticos generados en las
distintas areas de la industria. Entre ellos pueden citarse: vidrio, cartdn, plastico,
metales, aceites usados, tubos fluorescentes, solventes, residuos de envases
peligrosos, etc.). Estos residuos se reciclan en mayor o menor medida dentro de la
industria, o son eliminados a través de los canales locales para este fin (Fillaudeau
et al., 2006; Simate et al., 2011).

También puede incluirse dentro de la clasificacién de residuos, a la de tierra
de diatomea utilizada y los sélidos provenientes de purgas de las plantas de
tratamiento de efluentes (biomasa). Estos normalmente son enviados a rellenos
sanitarios, representando un costo de disposicion para la industria cervecera

(Hrycyk, 1997; Brito et al., 2007).

Aguas residuales

En la industria cervecera, ademas de los residuos y subproductos, la
limpieza de tanques, botellas, maquinas y plantas produce grandes cantidades de
aguas residuales. Para producir 1 L de cerveza, se generan de 3 a 10 L de aguas
residuales, dependiendo del consumo especifico en cada industria (Fillaudeau et al.,
2006). Los aportes de carga organica son muy disimiles entre las distintas fuentes
donde se generan. Asi la limpieza de tanques involucrados en las primeras etapas
del proceso productivo (elaboracion del mosto, fermentacién y maduracién),
representan el mayor aporte de carga organica, mientras que el lavado de botellas,
maquinas y planta aporta el mayor volumen, con una carga organica menor
(Simate et al., 2011). En la tabla 1 se puede observar la composicion promedio de

las aguas residuales generadas en una cerveceria.
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Tabla 1: Rango promedio de valores para aguas residuales de cerveceria (Simate et al., 2011).

Parametros Rango de valores
pH 3-12
Temperatura (°C) 18-40
DQO (mgO,/L) 2000-6000
DBO (mgO,/L) 1200-3600
Acidos grasos volatiles (mg/L) 1000-2500
Fosfatos (PO4>) (mg/L) 10-50
Nitrogeno kieldahl (mg/L) 25-80
Solidos totales (mg/L) 5100-8750
Solidos suspendidos totales (mg/L) 2900-3000
Solidos disueltos totales (mg/L) 2020-5940

Como se puede observar de la tabla 1, la composiciéon de las aguas
residuales de cerveceria es muy variable, tanto en su composicion como en sus
propiedades fisicoquimicas, debido a que el aporte de cada sector de la empresa,
(lavado de equipos, lavado de planta, etc.) se produce en diferentes momentos. El
pH, por ejemplo, puede variar en un amplio rango si el lavado CIP (Cleaning in
place) de los equipos estd en funcionamiento, dado el uso de bases y acidos fuertes
(Driessen & Vereijken, 2003; Brito et al., 2007). Debido a estas caracteristicas, un
tratamiento de estos efluentes debe ser realizado para llevarlos a especificacién de
volcado. Debido a que la carga organica se debe principalmente a restos de cereal,
almidén, levaduras, etanol, etc., compuestos facilmente biodegradables, la
reduccion de la carga organica se realiza principalmente por métodos bioldgicos.

El sistema de tratamiento de efluentes en este tipo de industria ha sido
profusamente estudiado (Driessen & Vereijken, 2003; Brito et al., 2007; Rodrigues
et al., 2001; Simate et al.,, 2011; Olajire, 2012; Sharda et al., 2013).
Generalmente comprende un pre-tratamiento (fisico o fisico-quimico) denominado
“tratamiento primario”, donde puede o no ser eliminada parte de la carga organica

de los mismos, pero cuyo objetivo principal es acondicionar el efluente para el
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tratamiento bioldgico denominado “tratamiento secundario”. El fundamento del
tratamiento bioldgico de efluentes es transformar la materia organica disuelta en
compuestos facilmente separables del medio, tales como gases que se separan
espontdaneamente y biomasa, la cual puede separarse por métodos fisicos
(sedimentacion, centrifugacion, filtracién, etc.). Los procesos bioldgicos mas
utilizados para el tratamiento de este tipo de efluentes, se los puede dividir en
procesos aerobicos y procesos anaerdbicos.

En los procesos aerdbicos de tratamiento, un consorcio de microorganismos
consume la materia orgdnica en presencia de oxigeno, y la transforma
principalmente en diéxido de carbono y mas microorganismos. En la ecuacién 1, se

resume este proceso de forma simplificada:

Materia Orgédnica +a O, —22™% b Biomasa +cCO, +d H,0 (1)

De esta manera, la materia organica disuelta es convertida en diéxido de
carbono, gas que escapa libremente del efluente y microorganismos, los cuales
pueden ser separados por métodos fisicos previo al vertido del efluente.

En los procesos anaerdbicos en cambio, la materia organica es utilizada por
un consorcio de microorganismos en ausencia de oxigeno, los cuales la transforman
principalmente en CH,4, CO,, H, y SH,, ademas de formar mas microorganismos

durante el proceso, tal como se muestra en forma simplificada en la ecuacién 2:

Materia Orgdnica —22™2 53 Biomasa +bCO, +cCH, +d H, +e SH, + f H,0 (2)

En este caso, los gases escapan del efluente; y la biomasa de
microorganismos, usualmente es separada dentro del mismo proceso, previo al
vertido del efluente. En la tabla 2 se presentan algunas caracteristicas de los

procesos aerobicos y anaerobicos de tratamiento.
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Tabla 2: Comparacion de las caracteristicas de los procesos aerdbicos y anaerdbicos de tratamiento
(Driessen & Vereijken, 2003).

Variables Procesos aerdbicos  Procesos anaerdbicos
Consumo de energia elevado Bajo
Produccion de energia no si
Produccion de biomasa elevado bajo
Remocién de DQO 90-98 % 70-85 %
Remocién de Nitrégeno y fésforo elevado bajo
Requerimietno de espacio elevado bajo
Operacién discontinua dificil facil

Como puede observarse, si bien los procesos aerdbicos permiten obtener
una mayor reduccion en la carga organica de los efluentes, presentan algunas
desventajas, siendo las tres principales las siguientes: a) presentan un mayor
consumo de energia; b) generan mayor cantidad de biomasa, la que debe ser
retirada del sistema y dispuesta de manera adecuada; y c) no producen ningun
compuesto que pueda ser utilizado para producir energia (Driessen & Vereijken,
2003; Simate et al., 2011).

Los procesos anaerobicos, en cambio, si bien permiten una menor reduccién de la
carga organica, y la calidad del efluente generado puede no ser adecuada para
verter directamente, tienen la ventaja de producir compuestos como el CH,, que
pueden ser utilizados para producir energia. Si bien parte de la energia producida
es utilizada para mantener la temperatura en el reactor, el excedente puede ser
utilizado para disminuir los requerimientos energéticos de la industria (Driessen &

Vereijken, 2003; Simate et al., 2011).

Otros efluentes

La mayor parte de los efluentes generados en las distintas etapas del

proceso de produccion son de caracter organico. Algunos pueden ser considerados
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como subproductos, ya que pueden ser aprovechados por otras industrias,
fundamentalmente alimenticias, (alimentacién humana, alimentacién animal, etc.).

Durante la etapa de elaboracion del mosto se produce el bagazo. Este
representa el mayor volumen en la industria cervecera, y comprende los restos de
cereal que se separan durante la filtracion del mosto. En esta misma etapa del
proceso, mas especificamente durante la coccién y enfriamiento del mosto, se
genera un precipitado, principalmente de proteinas provenientes del cereal,
denominado “hot trub” o “trub”. Estos subproductos se comercializan como
alimento para el ganado (Kunze, 1999; Briggs et al., 2004; Fillaudeau et al., 2006;

Nigam y Pandey, 2009; Eblinger, 2012; Olajire, 2012).

Excedente de levaduras

Durante la etapa de fermentacion y maduracidén de la cerveza, se generan
ciertos efluentes que corresponden a purgas de los tanques donde se llevan a cabo
estas etapas, que se realizan con el objeto de separar las levaduras hacia el final de
la fermentacidn, y separar una mezcla de levaduras y otros compuestos
precipitados (complejos proteina-polifenoles, agentes precipitantes, etc.) durante la
etapa de maduracion. Las purgas de fermentacién son reutilizadas para inocular
posteriores fermentaciones, pero su uso estd restringido a un nimero limitado de
veces, dada la necesidad de conservar la estabilidad de la cepa y la calidad del
producto obtenido. Una vez que son reutilizadas el nimero de veces, estipulado en
el protocolo de cada producto, se mezclan con las purgas de maduracion originando
el efluente denominado “excedente de levadura” o “levadura liquida”. Este efluente
puede representar el 1,5-3% del volumen de cerveza producida y posee una carga
organica 50 a 100 veces superior a la de las aguas residuales, debido
principalmente al contenido de levaduras, etanol y carbohidratos remanentes de la

fermentacion (Kunze, 1999; Briggs et al., 2004; Fillaudeau et al., 2006; Eblinger,
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2012). Actualmente, cuando existen interesados, se comercializa como alimento
para ganado, mezclado o no con el bagazo y el “trub”.

Dada la elevada carga organica que poseen estos subproductos, debe
tomarse especial precaucidon en no mezclarlos con las corrientes de aguas
residuales, dado que como se menciondé anteriormente uno de los factores clave
para el correcto funcionamiento de las instalaciones de tratamiento, es la

estabilidad en la composicion del efluente que ingresa al mismo (Houg, 1990)

Cerveza de descarte

Ademas de los efluentes antes mencionados, existen otros descartes dentro
de la industria cervecera, que no han recibido atencién en la bibliografia. Durante el
proceso de envasado de la cerveza, si el equipo detecta inconvenientes en alguna
botella, (por mal llenado, presién incorrecta, etc.), descarta un lote comprendido
por 10 a 20 unidades anteriores y posteriores a la botella defectuosa. Este descarte
de cerveza suele ser derramado dentro de las mismas instalaciones de envasado,
comprende un potencial subproducto (cerveza), que si bien dificilmente puede
reciclarse en el proceso productivo, puede ser recuperado para otros fines. Por otro
lado, la cerveza que una vez producida no cumple con los estandares de calidad
establecidos dentro de la empresa, es rechazada. Si bien este tipo de situaciones es
indeseada dentro del ambito industrial, en las industrias fermentativas, donde el
medio que se utiliza es una solucidon azucarada, se presenta con frecuencia, ya que
cualquier error u operacion inadecuada en las etapas de limpieza y esterilizacién de
equipos genera condiciones favorables para las contaminaciones por
microorganismos indeseados, modificando las condiciones organolépticas del
producto final. Estas corrientes, que se pueden agrupar como cerveza rechazada,
por politicas de calidad o por ser derramada en la etapa de envasado, pueden

representar hasta el 0,5-1% de la produccion de cerveza (esta informacién
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suministrada por comunicacion personal concuerda con la reportada por Kunze,
1999).

Otro descarte en la industria cervecera comprende el producto que retorna
del mercado por estar cerca de la fecha de vencimiento, el cual es retirado por la
empresa productora como parte de su politica de calidad. Este descarte también
puede representar hasta un 0,5-1% del volumen de cerveza producida.

Para dar una idea del poder contaminante de estas corrientes, que consisten
principalmente en cerveza, cabe decir que presentan una Demanda Quimica de
Oxigeno (DQO) unas 50 veces superior a la de las aguas residuales.

Estos efluentes representan un serio inconveniente para la industria
cervecera, ya que la elevada carga organica de los mismos constituye un problema
para los sistemas de tratamiento, especialmente en los periodos de alta produccién

(primavera-verano).

Valorizacion de efluentes de la industria cervecera

Antecedentes

El aprovechamiento de los residuos generados en la industria cervecera,
dentro de los cuales pueden citarse los residuos domésticos, restos de etiquetas y
gomas, lodos provenientes de la planta de tratamiento de efluentes como asi
también la tierra de diatomeas usada, no ha recibido mayor atencién en la
literatura, mencionandose como principal destino la disposicion final de los mismos
(Fillaudeau et al., 2006).

El tratamiento de las aguas residuales es abordado por varios autores,
sugiriendo que la combinacidon de un tratamiento anaerdbico con produccidon de
metano, parte del cual puede ser aprovechado para generar energia en la industria,
seguido de un tratamiento aerdbico necesario para alcanzar los estdndares de

volcado de los efluentes, es la alternativa mas utilizada en este tipo de industrias
12
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(Driessen & Vereijken, 2003; Brito et al., 2007; Rodrigues et al., 2001; Simate et
al., 2011; Sharda et al., 2013).

El bagazo es el mayor subproducto de la industria cervecera. Distintos
autores han estudiado su uso en alimentacion humana, pero la textura e
inestabilidad microbiolégica son factores limitantes para su almacenamiento, lo que
desalienta cualquier proceso que asi lo requiera. Ademas se ha estudiado su uso
como combustible, pero como el bagazo es el residuo obtenido en la filtracién del
mosto, su elevado contenido de humedad junto a las posibles emisiones de gases
de nitrégeno y azufre, limitan su utilizacién para este fin (Mussatto et al., 2006). El
bagazo es rico en carbohidratos, proteinas asociadas y minerales, lo que lo
convierte en un sustrato de alto valor biotecnoldgico. Ha sido estudiado su uso
como sustrato de fermentaciones en estado solido para la producciéon de enzimas,
biomasa de hongos, y también como materia prima en la produccion de xilitol
(Filaudeau et al., 2006; Mussatto et al., 2006; Nigam y Pandey, 2009). No
obstante, su venta para la formulacion de piensos utilizados en alimentacion
animal, principalmente como alimento para el ganado lechero, sigue siendo una
practica instalada en este tipo de industrias, lo que es apoyado no sélo por la
literatura, sino por comunicaciones personales (Fillaudeau et al., 2006).

El excedente de levadura se compone principalmente de una suspension de
levaduras en cerveza inmadura o cerveza joven, que dependiendo de la etapa del
proceso en que es retirada, hacia el comienzo o final de la fermentacion o
maduracion posee diferentes concentraciones que oscila entre 6-10 % p/v (Briggs
et al., 2004). Este efluente representa un inconveniente para la industria cervecera,
sobre todo por su elevado contenido de humedad y su alto contenido de materia
organica biodegradable, lo que lo torna inestable desde el punto de vista
microbioldgico. Actualmente el principal destino comercial que recibe este efluente
es como alimento para el ganado vacuno y porcino, sin embargo la intermitencia en
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su generacion (en funcién de las purgas programadas en cada uno de los
procesos), provocan que no siempre pueda ser comercializado con este fin, siendo
necesario su tratamiento antes del vertido a un cuerpo receptor. Esta practica
representa un impacto negativo en la industria, no sélo por los costos asociados al
tratamiento, sino que usualmente los sistemas de tratamiento no estan
dimensionados para tratar este subproducto junto con las aguas residuales, lo que
obliga a dosificar el efluente o a sobredimensionar las plantas de tratamiento
aumentando los costos de inversion y operativos (Fillaudeau, 2006). Hay
abundantes estudios que abordan el aprovechamiento de este efluente tanto por su
contenido de levaduras como por la composicidon de la fraccion liquida (cerveza).
Las levaduras son una fuente importante de proteinas, vitaminas del complejo-B,
otras vitaminas, acidos nucleicos y minerales. Para aprovechar su valor nutricional,
normalmente se realiza una hidrdlisis con acido clorhidrico o por autolisis de las
mismas levaduras, y posteriormente el hidrolizado es deshidratado y comercializado
en polvo, o comercializado en forma liquida. Este extracto liquido o en polvo se ha
utilizado como suplemento en alimento para peces, suplemento para medios de
cultivo de microorganismos y como suplementos para humanos, liquidos o en polvo
y en pastillas (Ferreira et al., 2010). Otros autores reportan la utilizacién de la
biomasa de levaduras de efluentes de cerveceria como agente para la remocién de
metales pesados, dada la capacidad de adsorcién de estos metales sobre los
componentes de la pared celular (Soares y Soares, 2013). Por otro lado, se ha
estudiado la utilizacién de la fraccién liquida de este efluente como materia prima
en diferentes procesos. Entre ellos puede destacarse su utilizacion como medio de
cultivo para la produccion de oligosacaridos (Khan et al., 2007); los autores
ensayaron diferentes diluciones del efluente y diferentes condiciones fisicoquimicas
del cultivo, obteniendo una productividad 100 veces superior que cuando se utiliza
un medio definido. Otros autores evaluaron la utilizacion del efluente para la
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produccion de celulosa bacteriana (Ha et al., 2008). También se estudié la
produccion de etanol utilizando la fraccidon liquida y el efluente completo (excedente
de levaduras) aprovechando el contenido de enzimas capaces de hidrolizar almidon,
de modo de aumentar la concentracion de glucosa del medio a través de un aporte
externo de carbohidratos, utilizando las mismas levaduras presentes en el efluente
(Ha et al., 2011). Finalmente, un estudio reporta la utilizacién de la fraccién liquida
del excedente de levadura para la produccién de vinagre con aroma a cerveza,
mediante una fermentacién mixta llevada a cabo con levaduras formadoras de
ésteres y bacterias acéticas. Los autores partieron de un efluente previamente
procesado, realizaron una digestidon enzimatica de la fraccion liquida del efluente, la
llevaron a ebullicion y finalmente lo enfriaron y lo filtraron previo a la fermentacién
(Jiang et al., 2013).

La mayoria de estos estudios fueron realizados a escala laboratorio, y hoy en
dia el principal destino de éste subproducto sigue siendo de su venta como
alimento para ganado.

Por otra parte, como se menciond anteriormente, no se ha abordado en la
literatura el estudio del aprovechamiento o valorizacidon de la cerveza de descarte,
la cual es habitualmente enviada a la planta de tratamiento convencional existente

en la industria y puede representar hasta un 1% del volumen de cerveza producida.

Descripcion del caso de estudio

Todos los ensayos y resultados presentados en esta tesis se realizaron sobre
efluentes reales provenientes de una empresa local, la cual se adopté como caso de
estudio para los analisis de factibilidad técnica y econdmica de los procesos
propuestos y estudiados. La empresa produce principalmente 4 clases de cervezas,

con una capacidad anual de produccion de 260 millones de litros.
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La planta de tratamiento de efluentes cuenta con un Reactor UASB (“Upflow
Anaerobic Sludge Blanket”) como unidad principal donde se lleva a cabo el
tratamiento bioldgico anaerdbico de los efluentes para reducir su carga organica
desde su valor inicial hasta el correspondiente valor de volcado. Actualmente la
mayoria de los residuos y otros efluentes son tratados en este reactor o
comercializados a terceros para su uso o disposicion final. Sin embargo, con
frecuencia se dificulta la comercializacién del excedente de levaduras y éste es
derivado al sistema de tratamiento, lo que ocasiona serios inconvenientes, dado
que éste no fue disefiado para absorber la elevada carga organica que aporta esa
corriente. Inconvenientes similares son ocasionados por la cerveza de descarte, ya
gue no hay un sistema disefiado para su recoleccién. En este caso la sobrecarga
puede ser notoria, ya que los voliumenes involucrados (falla en los sistemas de
envasado, gran retorno de cerveza del mercado o descartes de lotes fuera de
especificacion) pueden ser muy importantes, Los principales sectores donde se
producen los efluentes de interés son: a) los sectores de fermentacion vy
maduracién, donde se genera el excedente de levaduras; b) el sector de envasado,
expedicion y descarga, donde se generan derrames de cerveza y el retorno de la
cerveza del mercado; y c) la cerveza que es retenida por politicas de calidad y debe

ser descartada directamente desde los tanques de fermentacién y/o maduracion.

Procesos propuestos y estudiados en esta Tesis para el tratamiento y

valorizacién del excedente de levaduras y cerveza de descarte.

La reduccién de los efluentes dentro de la industria cervecera sin duda
impacta positivamente sobre el proceso productivo, no sélo desde el punto de vista
economico, sino también desde el punto de vista ambiental. En el caso de los
principales subproductos, el bagazo actualmente encuentra principal destino en la

alimentacién animal; en cambio para el excedente de levadura, si bien hay estudios
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que incluyen su uso como materia prima en ciertos procesos productivos, sigue
representando un problema para este tipo de industrias y no hay trabajos que
apunten especificamente a la reduccion de la carga organica de éstos a través de
procesos productivos. Por otra parte, no se han encontrado estudios que incluyan el
aprovechamiento o valorizacion de la cerveza retenida por politicas de calidad, la
cerveza derramada durante el proceso de envasado y la cerveza que retorna del
mercado por estar proxima a su fecha de vencimiento.

En la presente tesis se estudid el tratamiento de la fraccién liquida de estos
efluentes (excedente de levadura, cerveza retenida por politicas de calidad, cerveza
derramada durante el proceso de envasado y cerveza que retorna del mercado),
utilizandolos como materia prima en diferentes procesos productivos, analizando la
factibilidad técnico-econdmica de cada uno de ellos.

Concretamente, se estudidé el tratamiento de la fraccién liquida de estos
efluentes, a través de la conversidon de los carbohidratos contenidos en didxido de
carbono y etanol, ambos compuestos facilmente separables, respetando el principio
basico del tratamiento bioldgico de efluentes, de convertir la materia organica
disuelta dificil de remover, en compuestos que se separen espontaneamente o que
puedan ser facilmente separados. Por otra parte, aprovechando el contenido de
etanol inicial de los efluentes, se estudié la produccién acido acético (vinagre) como
proceso de tratamiento utilizando como medio el mismo efluente. Dado que en este
caso todo el efluente pasa a formar parte del producto, vinagre de cerveza,

practicamente se eliminan las necesidades de tratamiento posteriores.

Etanol

El etanol se emplea principalmente como biocombustible pudiendo sustituir
parcialmente el consumo de combustibles fésiles tradicionales (petrdleo y carbon).
Constituye una fuente de energia renovable y tiene bajo impacto ambiental.

Ademas, el reemplazo de los combustibles fdsiles por biocombustibles en el sector
17
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de transporte automotor puede ser realizado con bajos costos, debido a que no se
requieren grandes cambios de la tecnologia actualmente utilizada, ni tampoco del
sistema de distribucién (Molina, 2009; Lamers et al., 2008; Kaparaju et al., 2009;
Nigam y Singh, 2011). En la Republica Argentina, la sancion de la Ley 26.093
(“Régimen de Regulaciéon y Promocion para la Produccion y Uso Sustentable de
Biocombustibles) y de su Decreto Reglamentario 109/2007, establecen que todo
combustible caracterizado como nafta (gasolina), comercializado en el territorio
nacional, debera ser mezclado con un porcentaje del 5% de bioetanol a partir del
afo 2010. A través del Programa de Biocombustibles de la Secretaria de Energia de
la Nacién se prevé destinar anualmente alrededor de 450 mil toneladas de cafia
para la produccion de aproximadamente 300 mil metros cubicos (240 mil
toneladas) de bioetanol y satisfacer el corte de las naftas del 5%. Por el momento,
debido a que la industria azucarera no pudo realizar las reformas técnicas
necesarias para abastecer el mercado interno, se acepté un corte del 2%. Producir
bioetanol a partir de cana de azUcar requiere un incremento en la capacidad
productiva de los ingenios azucareros y el crecimiento del area sembrada, evento
gue originaria elevadas demandas sobre los recursos naturales y competencia por
la tierra que podria ser utilizada para la produccién de alimentos. Ademas, la mayor
demanda de biocombustibles puede producir un aumento en el precio de los
cultivos energéticos y de los productos que compiten por insumos con ellos como es
la carne (Comisiéon Interamericana del Etanol, 2007; International Energy Agency,
2004; Camara Argentina de Energias Renovables, 2010) mientras que los
subproductos de la produccién de biocombustibles disminuirian su valor en el
mercado, como es el caso de la glicerina en el caso del biodiesel (Martinez, 2007;

CEPAL, 2007; FAO, 2007).
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Ademas de su utilizacion como biocombustible, el etanol tiene diversas
aplicaciones, por lo que reviste interés para diversas industrias, entre las cuales
pueden mencionarse::

- Farmacéutica: excipiente de algunos medicamentos y cosméticos,
antiséptico, elaboracién de perfumes y fragancias de uso personal o de ambiente.

- Alimenticia: para la elaboracion de bebidas alcohdlicas (licores y otras
bebidas espirituosas),

- Quimica: solventes, anticongelantes, desinfectantes, medio para
recristalizaciones, materia prima para la sintesis de diversos productos (acetato de
etilo, éter dietilico, entre otros), disolvente de lacas y barnices, rebajante de
thinner y adelgazador de tintas tipograficas, desinfectante y anticongelante)
(Dupont y col., 2007).

En este sentido, el bioetanol producido a partir de estos efluentes no tendria
inconvenientes en ser total y facilmente absorbido por los diferentes mercados
existentes.

Si bien hay estudios que abordan la utilizacion de la fraccion liquida del
excedente de levaduras y el efluente completo para la produccion de bioetanol (Ha
et al., 2011; Khattak et al., 2013), éstos se basan en aprovechar la capacidad de
las enzimas remanentes del proceso de produccion de cerveza, presentes en estas
fracciones, como de las que se puedan producir durante la autolisis de las
levaduras, para hidrolizar almidén (provisto por fuentes adicionales de
carbohidratos), siendo las mismas levaduras presentes en el efluente las
responsables del aumento en la concentracion de etanol. En estos trabajos no se
realiza un analisis de la reduccién de la carga organica obtenida a través de los
procesos, los cuales involucran largos periodos de calentamiento y de fermentacion

posterior, ni un analisis econdmico de los mismos.
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En la presente Tesis se estudid el tratamiento de la cerveza de descarte y de
la fraccion liquida del excedente de levaduras mediante la produccién de etanol,
prestando especial atencién a la reduccion de la carga organica remanente en los
efluentes. Se planted un proceso compuesto inicialmente por una etapa de
destilacion con el doble objetivo de reducir la carga organica a través de la
remocion del etanol contenido en los efluentes y obtener una vinaza libre de
microorganismos, que permita almacenarla para la utilizacion posterior de los
carbohidratos contenidos en ella. Posteriormente se propuso llevar a cabo una
hidrolisis acida de los carbohidratos presentes en la vinaza obtenida, para su
conversion a etanol a través de una fermentacion alcohdlica. Si la vinaza
hidrolizada se conserva adecuadamente, puede ser almacenada
independientemente de las condiciones de almacenamiento previo de los efluentes,
lo que le confiere flexibilidad al proceso propuesto. Se caracterizaron los efluentes y
se simularon los procesos de recuperacién de etanol. Se estudiaron las variables
que afectan la hidrodlisis de los carbohidratos presentes en la vinazas a azlcares
fermentables, como asi también la necesidad de suplementar las vinazas con sales
fuentes de micro y macro nutrientes, previo a la fermentacién alcohdlica, de modo
de maximizar la conversion de la materia organica a compuestos facilmente
separables como CO, y etanol, reduciendo al minimo la carga organica remanente

en los efluentes.

Acido acético (vinagre)

El vinagre se emplea tradicionalmente como condimento de mesa, siendo el
vinagre de alcohol, de vino y de manzana los denominados “tradicionales” y mas
consumidos en Argentina. Segun fuentes del mercado (comunicacion personal), el
consumo de vinagre en Argentina alcanza los 30 millones de litros al afio, a lo que
hay que sumarle un 10% mas, correspondiente al consumo de acetos y otras

variantes. Sin embargo, en los Ultimos afios hay un esfuerzo de las grandes
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empresas (Ej: Porta Hnos.) en hacer crecer tanto en volumen como profundidad el
mercado de vinagres, innovando con nuevos productos, pensando el vinagre como
un ingrediente central en la cocina y no un condimento de segunda linea.

Hay numerosos articulos que abordan el estudio del proceso de produccidén de
acido acético a partir del etanol contenido en el vino, para obtener vinagre de vino
(Romero et al., 1994; Garrido-Vidal et al., 2003; Jiménez-Hornero et al., 2009). Sin
embargo, la utilizacién de la fraccién liquida del excedente de levaduras y la
cerveza de descarte para producir acido acético, vinagre de cerveza no ha sido de
gran atencioén en la literatura. Recientemente Jiang et al. (2013), publicé un trabajo
gue apunta a la utilizacién de la fraccidon liqguida del excedente de levaduras,
mediante un proceso complejo que incluye un largo pretratamiento del mismo,
utilizando una digestién enzimatica, seguido de la ebulliciéon del efluente a distintos
tiempos y temperaturas, para finalmente enfriar y filtrar el mismo previo a la

fermentacion acética.

En la presente tesis se propuso y estudid el tratamiento de la cerveza de
descarte y de la fraccion liquida del excedente de levaduras utilizandolos como
medio para la produccién de acido acético, aprovechando su contenido de etanol
inicial. Se estudid la factibilidad de utilizar los efluentes provenientes de distintas
variedades de cerveza. Se estudiaron las principales variables que afectan al
proceso de fermentacidon acética, en distintas escalas, realizando ensayos en
erlenmeyer y un reactor piloto disefiado y construido en el marco de esta tesis,
obteniendo un modelo cinético que permite ajustar los resultados experimentales.

Finalmente se realizé un estudio de factibilidad técnico-econémica de los
procesos estudiados y se propusieron distintos esquemas para la la aplicacién de

estos procesos para el tratamiento de estas corrientes a nivel industrial.
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Motivacion

Este trabajo estuvo motivado por el interés de disefiar y evaluar alternativas
tecnoldgicas de alta eficiencia técnica, econdmica y ambiental para el tratamiento y
valorizacion de estos subproductos, considerando un deseable equilibrio entre
aspectos basicos y tecnoldgicos, permitiendo desarrollar conocimientos y ofrecer al
medio productivo tecnologias innovadoras para la elaboraciéon de productos de valor
agregado en forma competitiva, promoviendo un desarrollo econdémico Yy
medioambiental sostenible al utilizar materias primas renovables que hasta el
presente han sido considerados desechos industriales y que no sdlo tienen un costo
nulo sino que ademas requieren de inversiones y gastos para su tratamiento previo
a la disposicion final. Ademas, los resultados de la presente tesis permitirian abrir

posibilidades para la implantacién de emprendimientos productivos a nivel local.

Estructura de la tesis

La tesis se compone de 8 capitulos. La primera parte estd dedicada a
abordar una introduccién general al tema de estudio y a la formulacién del
problema de investigacién, asi como a la motivacién y estructura de la tesis. Estos
aspectos se incluyen en el capitulo 1.

En el capitulo 2 se aborda la identificacion, cuantificaciéon y caracterizacion
de las distintas corrientes que componen los efluentes estudiados, mas
especificamente el andlisis de los volimenes y momentos en que éstos son
producidos tomando como caso de estudio una cerveceria con una produccion anual
de 2,6 Millones de hectolitros de cerveza; ademas se presenta la caracterizacién de
los mismos, con los valores de las principales variables de interés para los procesos
propuestos.

En el capitulo 3 se presenta el analisis y simulacion de diferentes esquemas

propuestos para la recuperacion del etanol contenido en los efluentes estudiados,

22



Capitulo 1 - Introduccién. Aspectos Generales

tomando en cuenta las especificaciones necesarias para que el etanol obtenido
pueda ser utilizado como materia prima en otros procesos productivos, o ser
comercializado segun la normativa vigente. Se presenta también un analisis
econémico de las alternativas estudiadas.

En el capitulo 4 se presenta el estudio de factibilidad de utilizar los
carbohidratos que permanecen en las vinazas luego de la recuperacion del etanol
contenido en los efluentes, como materia prima para la produccién de etanol
adicional. Se aborda el estudio de las variables que afectan al proceso de hidrdlisis
acida utilizado para convertir estos carbohidratos a azlcares fermentables,
susceptibles de ser utilizados por levaduras para su conversion a etanol, como asi
también el estudio del efecto sobre el rendimiento en etanol, de suplementar las
vinazas hidrolizadas con diferentes sales fuentes de macro y micronutrientes.
Finalmente presenta una simulacion del proceso y un andalisis econémico del mismo.

En el capitulo 5 se presenta el estudio de factibilidad de utilizar la fraccion
liquida de los efluentes como materia prima para la produccion de acido acético
(vinagre de cerveza). Se incluye ademas la descripcion del disefio y construccion de
un fermentador aerdbico de 6 L con un sistema de control de temperatura,
velocidad de agitacion, llenado y vaciado automatico que fue utilizado para el
estudio a escala piloto de las variables que afectan el proceso de fermentacion
acética, como asi también el efecto de diferentes conservantes presentes en los
efluentes. El mismo cuenta ademas con una turbina auto aspirante, disefiada en el
marco de esta tesis, a través de la combinacién y mejora de disefos disponibles en
el mercado. Todo lo referente al disefio del reactor y la turbina, la caracterizaciéon
del equipo (régimen de flujo, transferencia de oxigeno) y el estudio experimental
de las variables antes mencionadas se presentan en este capitulo.

En el capitulo 6 se presenta el analisis de un proceso integral para el
tratamiento de efluentes liquidos de la industria cervecera, basado en los tres
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procesos estudiados: separacion del etanol por destilacion, producciéon de etanol

por fermentacién de los carbohidratos remanentes en las vinazas y produccién de

acido acético a partir de la fraccion liquida de los efluentes.

Finalmente en el capitulo 7, se presentan las conclusiones generales vy

trabajos a futuro. Y en el capitulo 8 la bibliografia.

En el marco de esta tesis, se llevaron a cabo las siguientes publicaciones,

patentes y convenios de desarrollo con el sector socio-productivo:

Produccién de bioetanol, levaduras y acido acético a partir de efluentes de
cervecerias. Miguel A. Isla, Maria T. Benzzo, Fernando Birri, Lisandro Seluy,
Paulina Jacob y Fernando Aguer. Exposicidon oral. 1@ Feria Internacional y 6°
Congreso Regional del Ambiente, Rosario, Santa Fe, Argentina, junio de

2010.

Miembro del Grupo Ejecutor del trabajo: Analisis de factibilidad de procesos
no convencionales para el tratamiento y/o valorizacién de los efluentes
liquidos y semisédlidos de las plantas industriales de produccién de cerveza
de Compafiia Industrial Cervecera S.A. Convenio CICSA - UNL.

Departamento de Medio Ambiente, FICH, UNL (Nov 2010- Jun 2011).

Un proceso de tratamiento de efluentes de la industria cervecera con
produccion simultanea de bioetanol, biomasa de levaduras, vinagre de
cerveza y de alcohol. Solicitud de patente INPI 20110103904: Titular:

Universidad Nacional del Litoral. Octubre de 2011.
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Tratamiento de vinazas utilizando levaduras como agentes bioldgicos.
Lisandro Seluy, Miguel A. Isla. Exposicion oral. Congreso de Ciencias
ambientales COPIME 2011, CABA, Argentina, Octubre de 2011. Tercer

Premio en el Eje Tecnologia Ambiental.

Impacto de la hidrélisis de azucares no-reductores en la produccion de
etanol a partir de vinazas de cervecerias. Lisandro Seluy, Paula Firman,

Miguel A. Isla. VII Congreso de Medio Ambiente de la AUGM, Mayo 2012.

Miembro del Grupo Ejecutor del trabajo: Desarrollo de un Fermentador Piloto
y su Aplicacion para Optimizar Condiciones Operativas en la Produccién de
Vinagre a Partir de Subproductos de la Cerveceria Santa Fe. Convenio CICSA

— UNL. Departamento de Medio Ambiente, FICH, UNL (Junio - Sep 2012).

Optimizacion de la produccion de etanol a partir de vinazas de cerveceria
como estrategia para disminuir la carga organica de los efluentes. Lisandro
Gabriel Seluy, Maria Carolina Gord. XXI Jornadas de Jovenes Investigadores

de AUGM, Octubre 2013.

A process to treat high-strength brewery wastewater via ethanol recovery
and vinasse fermentation. Lisandro G. Seluy, Miguel A. Isla. 2014. Industrial

Engineering Chemical Research 53, 17043—-17050.

Por otra parte, la experiencia adquirida en materia de procesos
fermentativos en el marco de esta tesis, habilitd la participacion en estudios
de procesos de valorizacion de efluentes de la industria de bebidas

azucaradas, dando origen a las siguientes publicaciones:
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Produccion de bioetanol a partir de efluentes de la industria de gaseosas.
Raul N. Comelli, Dino L. Ingaramo, Kevin J. Schanton, Lisandro Seluy,
Miguel A. Isla. II Simposio Argentino de Procesos Biotecnoldgicos, Mayo

2012.

Produccion sustentable de bioetanol a partir de efluentes industriales. Raul
N. Comelli, Lisandro G. Seluy, Dino L. Ingaramo, Maria Florencia D'Andrea,
Miguel A. Isla. HYFUSEN 2013, 5to. Congreso Nacional-- 4to. Congreso
Iberoamericano Hidrégeno y Fuentes Sustentables de Energia, Cdérdoba,

Argentina, junio de 2013.

Wastewater from the soft drinks industry as a source for bioethanol

production. Miguel A. Isla, Raul N. Comelli, Lisandro G. Seluy. 2013.

Bioresource Technology 136 140-147.
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Capitulo 2. Identificacion y caracterizacion de efluentes.

Introduccion

A lo largo del proceso de elaboracion de cerveza se generan efluentes
solidos, liquidos, y gaseosos. En la presente tesis se abordd el estudio de procesos
de tratamiento alternativo de los efluentes liquidos, mediante la obtencidon de
productos con valor agregado. Los efluentes liquidos se generan en diferentes
sectores dentro de la industria cervecera, presentando ademas caracteristicas muy
diversas, tanto en composicién como en cantidad.

En este capitulo se presenta un relevamiento de los distintos efluentes
generados en la industria, informacion obtenida a partir de la empresa local
adoptada como caso de estudio.

Ademas se presenta una caracterizacién de los mismos, a los cuales se les
determind el valor de las variables de interés para los procesos de tratamiento

propuestos.

Materiales y métodos

Relevamiento de los efluentes provenientes de la industria cervecera

Se realiz6 un relevamiento de los efluentes que presentan un elevado
contenido de etanol y/o carbohidratos, susceptibles de ser utilizados en los
procesos de tratamiento estudiados para la obtencion de productos con valor
agregado. Por esta razon no se tuvieron en cuenta los efluentes liquidos generados
antes del proceso de fermentacién, ni los provenientes del lavado de equipos. Se
consideraron aquellos provenientes del sector de fermentaciéon y maduracion,
agrupados como “excedente de levadura”, como asi también la cerveza retenida

por politicas de calidad, la cerveza derramada en el sector de envasado y la cerveza
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que es devuelta del mercado, denominados en conjunto como “cerveza de
descarte”.

La empresa adoptada como caso de estudio produce principalmente 4 clases
de cervezas. El sector de fermentacion y maduracion, es el que genera mayor
cantidad de efluentes, denominado excedente de levadura, por lo que para este
sector se realizd un relevamiento por clase de cerveza. Para los demas sectores
donde el efluente es esencialmente cerveza, denominado en su conjunto como

cerveza de descarte, se relevo la produccion total de efluentes en cada uno.

Caracterizacion de los efluentes. Determinaciones analiticas

En la presente tesis se abordd el estudio del tratamiento de la fraccion
liquida de los distintos efluentes. El excedente de levaduras, fue provisto
cordialmente por la empresa. La fraccion liquida de este efluente, el cual posee un
contenido de sélidos, principalmente levaduras, del orden del 10 %m/m, se obtuvo
luego de centrifugar el mismo durante 15 minutos a 3000 rpm, utilizando una
centrifuga Cavour VT 3216. El sobrenadante obtenido se almacendé en frascos
estériles a -20°C hasta su uso posterior.

Los efluentes provenientes de los sectores de expedicidon y descarga, como
asi también los lotes retenidos por politicas de calidad, son esencialmente cerveza y
no contienen sdlidos en suspension. En estos casos se utilizd cerveza comercial
para su caracterizacion y para los estudios realizados, la cual fue obtenida del
mercado local.

La fraccién liquida de ambos efluentes se caracterizé determinando su
contenido de etanol, azlcares totales, azlcares reductores, nitrogeno alfa-amino

libre (FAN, por sus siglas en inglés), proteinas totales, glicerol y DQO.
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Reactivos

Todos los reactivos utilizados, soluciones, acidos y bases, extracto de
levadura, peptona de carne, azlUcares, agar-agar, etc., se adquirieron a
proveedores locales de las marcas Cicarelli, Britania, Sigma-Aldrich y Merck. Se

utilizé agua Milli-Q para preparar las soluciones y/o medios de cultivo.

Etanol

El contenido de etanol en los efluentes de interés fue estimado a partir del
valor provisto por la empresa, o reportado en los rétulos de las cervezas adquiridas
en el mercado local. Estos valores fueron corroborados por informacion técnica
suministrada por la empresa, como asi también por ensayos de picnometria
efectuados luego de su separacién por destilacién. La técnica utilizada para las
determinaciones de etanol realizada en los ensayos posteriores se detalla en el

capitulo 3.

Aziicares totales

La determinacién azlcares totales se realizd mediante la técnica
colorimétrica del fenol-sulfurico (Dubois et al., 1956), con ligeras modificaciones. La
técnica utiliza una soluciéon de 50 g/L de fenol en agua destilada, y acido sulfurico
concentrado comercial (> 99,8 % de pureza). El fenol en medio acido, reacciona
con los azlcares. La reaccion da un caracteristico color amarillo-anaranjado,
estable durante varias horas que puede determinarse en espectrofotometro y
presenta un pico de absorcion a 490 nm para las hexosas o 480 nm para las
pentosas y acidos urdnicos. Para determinar la concentracion de azlcares totales
en una muestra, previamente se realizd una curva de calibrado a partir de
soluciones patron de glucosa de concentraciones conocidas. Se observd que la
linealidad entre la respuesta de absorcion y la concentracidn de carbohidratos de

las soluciones patron se mantuvo para valores comprendidos entre 0 y 60 mg/L,
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por lo que las muestras obtenidas durante las fermentaciones se diluyeron
apropiadamente con agua destilada estéril pH 7.0 para su determinacion. Para las
determinaciones se utilizaron los siguientes equipos y reactivos:

e Solucion de Fenol (5% m/v)

o Acido sulfurico comercial (99,8% m/m)

e Glucosa

e Bafio termostatico

e Espectrofotometro Hach

e Vortex (Thorbel)

e Viales de vidrio con tapa a rosca Hach

Para la determinaciénse agregd 1 ml de muestra diluida en viales de vidrio,

0,5 mL de la solucién de fenol y 2,5 ml de acido sulfurico concentrado, se mezcld
en voértex y se llevé a un bafio a 70 °C durante 5 min. Posteriormente se dejé en
reposo durante 30 min en bafio a 30° C. Finalmente se leyd su absorbancia a 490
nm, llevando a cero el equipo con agua destilada. Para cada serie de
determinaciones se realizd un blanco de reactivos, agregado la misma agua
utilizada en la dilucién de las muestras, en reemplazo de la muestra diluida. La
construcciéon de la curva de calibrado se llevd a cabo de la misma manera,
agregando soluciones de glucosa de concentracion conocida y creciente en lugar de

la muestra diluida.

Azucares reductores.

Los azucares denominados “reductores” son aquellos que poseen un grupo
carbonilo libre formando un grupo hemiacetal, el cual les confiere la caracteristica
de poder reaccionar con otros compuestos. La glucosa y la fructosa son azucares
reductores, dado que poseen su grupo carbonilo disponible, mientras que las
dextrinas soOlo presentaran poder reductor correspondiente al monosacarido

terminal, ya que los demas estan enlazados a través del grupo carbonilo, no
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estando disponible para ejercer su poder reductor. La determinacién de azlcares
reductores se realizé mediante la técnica colorimétrica descripta por Miller (1959),
con ligeras modificaciones. Esta técnica también se conoce como “método del
DNS”, haciendo referencia al reactivo utilizado en la misma, el acido 3,5-
dinitrosalicilico. Este reactivo es capaz de oxidar los azlcares reductores dando un
producto coloreado. La reaccién presenta un pico de absorcién a 540 nm y puede
determinarse en espectrofotdmetro. Para determinar la concentracion de azlcares
reductores en las muestras se elabord una curva de calibrado utilizando soluciones
de glucosa de concentraciones conocidas y crecientes. Se establecido que el rango
en el cual se mantenia la linealidad entre la absorbancia de las muestras y la
concentracion de glucosa fue de 0 a 1,2 g/L, por lo que las muestras fueron diluidas
adecuadamente antes de su determinacidon. Los reactivos y equipos utilizados
fueron:

e Solucion de DNS (1% m/v DNS y 1% m/v NaOH)

e Glucosa

e Bafio termostatico

e Espectrofotdmetro Hach

e Vortex (Thorbel)

e Viales de vidrio con tapa a rosca Hach

Para la determinacién, en un vial se colocaron 335 pL de solucién de DNS y

335 pL de muestra previamente diluida para ingresar en el rango de la curva de
calibrado. Se mezclé con ayuda de un vortex y se llevo a ebullicion en un bafio
durante 5 minutos. Luego, las muestras se enfriaron a temperatura ambiente y se
les agregd 3,3 mL de agua destilada. Finalmente, las muestras se homogeneizaron
en vortex y se procedi6 a la lectura de su absorbancia a 540 nm. El equipo se llevo
a cero con agua destilada, mientras que para el blanco de reactivos se utilizé agua
destilada en lugar de la muestra diluida. La construccién de la curva de calibrado se
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llevd a cabo de la misma manera, agregando soluciones de glucosa de

concentracion conocida y creciente en lugar de la muestra diluida.

Nitrogeno alfa-amino libre (FAN)

La técnica que se utilizé para determinar los compuestos nitrogenados, que
poseen un extremo alfa-amino libre, fue la técnica establecida como método
estandar por la EBC (Lie, 1973) y se basa en la capacidad de la ninhidrina de
reaccionar con estos compuestos a ph 6,7 a 100 °C. En la figura 2 se muestra el
mecanismo de de reaccién entre la ninhidrina y los compuestos con nitréogeno alfa-

amino libre.

Figura 2: mecanismo de reaccién entre la Ninhidrina y los compuestos que presentan un nitrégeno
amoniacal en la posicion alfa.

La ninhidrina es un agente oxidante que provoca una descarboxilacidén
oxidativa de los alfa-aminoacidos, liberando CO, y un aldehido con un carbono
menos del que tenia el compuesto original. La ninhidrina reducida, unida al amonio
liberado, reacciona con la ninhidrina oxidada, formando un complejo azul-violeta,
proporcional a la concentracién de compuestos nitrogenados alfa-amino libre. El

complejo formado tiene un pico de absorcién a 570 nm y puede determinarse en
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espectrofotometro. Para determinar la concentracion de las muestras se utilizd el
método de un testigo, utilizando una soluciéon de glicina como patrén, tomando en
consideracion que el rango es lineal entre 0 y 3 mg/L de compuestos nitrogenados
alfa-amino libre. Para las determinaciones se utilizaron los siguientes reactivos y
equipos:

e Solucién de ninhidrina

e Solucion de yodato de potasio

e Solucion estandar de glicina

e Agua destilada

e Bafio termostatico

e Espectrofotometro Hach

e Vortex (Thorbel)

e Viales de vidrio con tapa a rosca Hach

Para la determinacién se colocé 0,5 mL de soluciéon de ninhidrina y 0,5 mL

de muestra previamente diluida para ingresar en el rango de la curva de calibrado
en un vial de vidrio. Se mezclé con ayuda de un vértex y se llevd a ebullicién en un
bafio termostatico durante 16 minutos. Transcurrido este tiempo, las muestras se
enfriaron a temperatura ambiente y se les agregdé 5 mL de soluciéon de yodato de
potasio. Finalmente, las muestras se homogeneizaron en voértex y se procedid a la
lectura de su absorbancia a 570 nm. El equipo se llevd a cero con agua destilada,
mientras que para el blanco de reactivos se utilizé agua destilada en lugar de la
muestra diluida. Se prepard un estandar cada vez que se realizd la técnica,
partiendo de una solucién de glicina correspondiente a 2 mg/L de nitrégeno alfa-

amino libre, procesandolo de la misma manera que las muestras.

Proteinas totales

Se utilizd la técnica de Bradford para determinar la concentracion de

proteinas totales (Bradford, 1976). Esta se basa en la capacidad del colorante
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Coomassie Brilliant Blue G-250 de unirse a las proteinas, formando un complejo de
color azul, que posee un maximo de absorciéon a 595 nm y puede determinarse en
espectrofotometro. De esta manera, a través de la construccion de una curva de
calibrado utilizando como patrén una solucion de albumina sérica bobina (BSA por
sus siglas en ingles), se puede establecer una correlacién y determinar la
concentracidn de proteinas totales de una muestra. El rango lineal utilizado fue de 0
y 25 ug de proteina. Se utilizaron los siguientes reactivos y equipos:

e Solucion de Comasie Brilliant Blue G-250

e Solucion estandar de BSA

e Agua destilada

e Espectrofotometro Hach

e Viales de vidrio con tapa a rosca Hach

Para las determinaciones, en cada vial se colocaron 10 pyL de solucién de

Comasie Brilliant Blue G-250, y 0.5 mL de muestra diluida para caer en el rango
establecido preestablecido por la curva de calibrado (0-25 ug de proteinas). La
mezcla se homogeneizd por inversién y se dejé reposar por 2 minutos. Luego se
agregaron 3 mL de agua destilada. Finalmente, las muestras se homogeneizaron
invirtiendo los viales y se procedi6 a la lectura de su absorbancia en
espectrofotometro a 595 nm. El equipo se llevd a cero con agua destilada, mientras
gue para el blanco de reactivos se utilizd agua destilada en lugar de la muestra
diluida. La curva de calibrado se construyo de la misma manera, utilizando en lugar
de las muestras, soluciones patréon de albumina sérica bobina (BSA), de

concentraciones crecientes, para obtener valores entre 0 y 25 ug de proteinas.

Glicerol

El glicerol es uno de los principales subproductos de la fermentacion
alcohdlica y uno de los mayores componentes de la cerveza luego del etanol y de

los carbohidratos remanentes de la fermentacion. Para su determinacion se utilizd
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un kit enzimatico (Sociedad de Bioquimicos, Santa Fe, Argentina). Este consiste en
un conjunto de enzimas que permiten oxidar el glicerol a di-hidroxiacetona-fosfato,
produciendo ademas perdxido de hidrogeno en forma proporcional al glicerol
presente. El perdxido reacciona con 4-aminofenazona y 4-clorofenol, para formar
una quinoneimia con un tipico color rojo. El compuesto formado tiene un pico de
absorcion a 510 nm y puede determinarse en espectrofotdmetro. Para determinar
la concentracién de las muestras se utilizé el método de un testigo, utilizando una
solucion de estandar provista por el mismo kit enzimatico, como patrén. El rango
lineal descripto por el fabricante fue de 0 a 10 g/L. Se utilizaron los siguientes
reactivos y equipos:

e Solucion de enzimas (provista por el fabricante)

e Solucion estandar (provista por el fabricante)

e Agua destilada

e Bafio termostatico

e Espectrofotometro Hach

e Tubos de hemolisis

Para las determinaciones, en un tubo de hemodlisis se colocaron 0,75 mL de

solucién de enzimas, y 20 uL de muestra diluida de modo de caer en el rango (0-10
g/L). La mezcla se homogeneizd invirtiendo las muestras, y se llevo durante 5
minutos a bafio termostatico a 37 °C. Transcurrido este tiempo, se agregé 1,25 mL
de agua destilada y se homogeneizaron nuevamente por inversion. Finalmente se
procedié a la lectura de su absorbancia a 510 nm. El equipo se llevd a cero con
agua destilada. El blanco de reactivos se preparé de la misma manera, utilizando
agua destilada en lugar de la muestra diluida. Se prepard un estandar cada vez que
se realizd la técnica, partiendo de la solucion estandar provista por el fabricante
correspondiente a 2 g/L de glicerol, procesdndolo de la misma manera que las
muestras.
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Demanda quimica de oxigeno (DQO)

La DQO es una medida indirecta del oxigeno necesario para oxidar toda la
materia organica presente en una muestra. La técnica que se utilizd es la
establecida por Eaton et al. (2005). Esta técnica se basa en el uso de un agente
oxidante fuerte, dicromato de potasio, el cual por accion de la temperatura y en
medio acido, es capaz de oxidar toda la materia organica presente en la muestra,
mientras que el ion Cr*® de color anaranjado, se reduce a Cr*3, de color verde, el
cual tiene un maximo de absorcién a 600 nm. De esta manera, a través de la
construccién de una curva de calibrado utilizando como solucion patron el ftalato
acido de potasio, el cual tiene una DQO conocida y estable, se puede establecer una
correlacién y determinar la concentracidon de oxigeno equivalente de una muestra.
Se construyd una curva de calibrado con concentraciones crecientes de ftalato acido
de potasio y se establecidé que el rango lineal se mantuvo entre 0 y 1000 mg O,/L.
Para las determinaciones se utilizaron los siguientes reactivos y equipos:

e Solucion de acido para DQO

e Solucion de dicromato de potasio para DQO
e Solucion estandar de ftalato acido de potasio
e Agua destilada

e Espectrofotometro Hach

e Vortex (Thorbel)

e Viales de vidrio con tapa a rosca Hach

e Digestor de DQO

Para la determinacién, en un vial de vidrio se coloco 1,5 mL de solucién de
dicromato de potasio para DQO, 3,5 mL de solucién de acido para DQO y 2,5 mL de
muestra previamente diluida para ingresar en el rango de la curva de calibrado. Se
mezclé con ayuda de un vértex y se llevd al digestor de DQO, a 150 °C durante 2

h. Transcurrido este tiempo, las muestras se enfriaron a temperatura ambiente y se
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procedié a la lectura de su absorbancia en espectrofotdmetro a 600 nm. El equipo
se llevd a cero con agua destilada, mientras que para el blanco de reactivos se
utilizé agua destilada en lugar de la muestra diluida. Para la construccién de la
curva de calibrado se opero de la misma forma, utilizando soluciones de

concentraciones conocidas de ftalato acido de potasio en lugar de la muestra.

Resultados

Efluentes generados en el sector de fermentacion y maduracion

Cerveza #1

En el caso de la cerveza #1, durante el proceso fermentativo se realizan 4
extracciones (purgas) de los fermentadores:

e Purga de “Cold Trub”

Purga para control

Purga “Balling”

Cosecha de levadura

A diferencia del “hot trub”, precipitado que se forman durante la coccién del
mosto, el "Cold Trub” se genera al enfriar el mosto dentro de los fermentadores, y
su composicion en base seca comprende un 50% de proteinas combinadas con un
15-25% de polifenoles y un 20-30% de carbohidratos de alto peso molecular.
Pueden formarse de 150 a 300 mg/L de cerveza (Eblinger, 2012). Esta purga se
realiza al poco tiempo de llenado el fermentador. Las purgas para control del
proceso y las purgas de “Balling” son periddicas. La cosecha de levadura se realiza
al final de la fermentacién, y posee un contenido de sélidos de aproximadamente el
50%, principalmente levaduras. De esta purga, normalmente 1/3 se utiliza como

indculo para subsiguientes fermentaciones, descartandose el resto. La fraccién
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liquida de la purga descartada (efluente) posee un tenor alcohdlico entre 6,5 y 7%
v/v y representa 12 hL/tanque de fermentacién (comunicacién personal).

Luego la cerveza es enviada a reposo. En este proceso se realizan dos
extracciones (purgas):

e  Purga para control

e Purga de proceso

La purga para control importa un total de 1,8 hL/tanque de reposo, mientras
que la fraccion liquida de la purga de proceso comprende un total de 37,1
hL/tanque de reposo. Ambas contienen un tenor alcohdlico de 6,5-7%v/v
(comunicacion personal).

Finalmente, la cerveza es enviada a estabilizacidon. En esta etapa se realizan
purgas cuya fraccién liquida representa 5 hL/tanque de estabilizacion.

Se relevaron datos durante los afios 2010 y 2011, y el promedio semanal de
mermas de los procesos de fermentacion, reposo y estabilizacion para la cerveza
#1, fue de 540 hL. La fraccion liquida de estas purgas, afectadas por un promedio

de 30%v/v de sodlidos, representa un volumen de 380 hL/semana.

Cerveza #2

En este caso solo se realizan 2 purgas durante la fermentacion

e Purga para control

e Purga “Balling”

Estas extracciones del tanque de fermentacion son periddicas y se hacen con
fines de control del proceso. A diferencia del proceso para la cerveza #1, no se
realiza purga de “Cold trub”, y la cosecha de levaduras se realiza durante el reposo.
Durante el reposo se realizan las siguientes extracciones:

e Cosecha de Levadura
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e Purgas para analisis de laboratorio

e Purga “Balling”

e Purga de proceso

La cosecha de levadura posee un contenido de soélidos del 42%. Un tercio se
reutiliza para inocular préximas fermentaciones, descartandose el resto, lo que
representa una fraccidon liquida de 27 hlL/tanque de reposo. La purga “Balling” y de
control son periédicas. Finalmente la purga de proceso contiene en promedio un
30% de sdlidos, y representa una fraccion liquida de 77 hL/tanque de reposo. El
tenor alcohdlico de estas purgas esta comprendido entre el 6.5 y el 7 %.

Se relevaron datos durante los afios 2010 y 2011 y el promedio semanal de
mermas de los procesos de fermentacién y reposo para la cerveza #2, fue de 270
hL. La fraccion liquida de estas purgas representa en promedio un volumen de 190

hL/semana.

Cerveza #3 y #4

Los procesos productivos de las cervezas 3 y 4 son muy similares. Durante la
fermentacion se realizan 5 extracciones:

e Purga para control

e Purga “Balling”

e Purga de “Cod Trub”

e Cosecha de Levadura

e Purga de Trasiego

Las extracciones para control y “Balling” se realizan periédicamente con fines de
control del proceso. La purga “Cold Trub”, se realiza horas después de llenado el
fermentador.

La suma de las purgas cosecha de levadura y trasiego, descontando lo que se

reutiliza para otras fermentaciones, representa 71,5 hlL/tanque de fermentacién, y
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posee un tenor alcohdlico de entre 6,5-7% v/v. Luego de la fermentacion la cerveza
se envia al reposo, donde se realizan dos extracciones:

e Purga para control

e Purga de proceso

La corriente para control se hace peridédicamente. La fraccién liquida de la purga
de proceso representa 21 hL/tanque de reposo.

Se relevaron datos durante los afios 2010 y 2011 y el promedio semanal de
mermas de los procesos de fermentacion y reposo para la cerveza #3 fue de 320
hL. La fraccion liquida de estas purgas representa en promedio un volumen de 220
hL/semana.

Se relevaron datos durante los afios 2010 y 2011 y el promedio semanal de
mermas de los procesos de fermentacion y reposo para la cerveza #4 fue de 500
hL. La fraccion liquida de estas purgas representa en promedio un volumen de 350

hL/semana.

Efluentes generados en el sector de envasado

El llenado de las botellas comprende: la realizacion de vacio a las botellas,
presurizado con CO, (a igual presidén que la que se inyecta la cerveza), inyeccién de
cerveza y posteriormente el despresurizado. Finalmente se inyecta agua para
desalojar el oxigeno remanente y se tapa. Aquellos envases que tengan algun
defecto pueden explotar en el proceso de presurizado o de llenado. Las maquinas
llenadoras poseen un programa automatico que al detectar la explosiéon de una
botella, realiza en las siguientes tres vueltas un semi-llenado de las botellas
anteriores y posteriores a la valvula en donde estallé la botella, lavando con agua
las valvulas con posibles restos de vidrio. Los pasos siguientes son pasteurizado,
etiquetado e impresion de datos en la etiqueta (nimero de lote, fecha de

elaboracién y fecha de vencimiento) de las botellas. A continuacién el envase es
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controlado por un inspector automatico, el cual descarta las botellas con algun
faltante de alguna de las etiquetas, botellas conteniendo menor nivel de cerveza o
botellas con pérdida o menor presidon en su interior. Finalmente las botellas que se
encuentran en buenas condiciones, se empacan. Las latas siguen un proceso
similar.

Las botellas o latas que no cumplen algunas de las condiciones previstas (mal
llenado, etiquetas mal colocadas, botellas con baja presion, latas deformadas, etc.)
son separadas por los detectores correspondientes. Estos descartes se agrupan
como cerveza de descarte o “derrames” dentro de la empresa, y actualmente son
enviados al sistema convencional de tratamiento de efluentes.

Se realizd un relevamiento durante los afos 2010-2011 y el promedio de
cerveza derramada en la seccién de envasado fue de 1100 hL por mes, lo que

representa 262 hL/semana.

Efluentes generados en el sector de expedicion y descarga

Este sector recibe y almacena la cerveza denominada “de devolucién”, que
consta de los productos que abandonan la planta pero que, o bien por haberse
detectado algun problema con posterioridad, o por encontrarse cercana o pasada
su fecha de vencimiento retornan a la misma, de manera de seguir la politica de
calidad de la empresa. Se relevaron datos del afio 2010-2011, y la cerveza que

retorna fue en promedio de 210 hL por mes, lo que representa 50 hL/semana.

Efluentes generados debido a lotes retenidos por politicas de calidad

Los efluentes denominados “Lotes dados de baja” dentro de la empresa,
consisten en cerveza ya envasada, que suscitados diferentes problemas, tales como
calidad del producto, tiempo de pasteurizacion excedido, latas deformadas luego de
envasadas, etc., se dan de baja y nunca abandonan la cerveceria, siendo enviadas

a la planta de tratamiento convencional de efluentes.
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Se recolectaron datos durante el periodo 2009-2010, y el promedio de
cervezas dadas de baja, alcanzo los 300 hL por mes, lo que representa 71

hL/semana.

Resumen de los efluentes excedente de levadura y descarte de cerveza
generados

En la tabla 3 se presenta un resumen de los volimenes de excedente de
levaduras y descartes de cerveza.

Tabla 3: Resumen de los volumenes de subproductos excedente de levaduras y descarte de cerveza,
generado en la industria cervecera adoptada como caso de estudio.

Fraccién liquida

Efluente Sector Clase de cerveza
[hL/semana]
Cerveza #1 380
Excedente de Fermentacidon, maduracidn Cerveza #2 190
levadura y estabilizacién Cerveza #3 220
Cerveza #4 350
Total excedente 1140
de levadura
Envasado Todas 262
Descarte de .
cervera Expedicion y descarga Todas 50
Lotes retenidos Todas 71
Total
otal descarte de 383
cerveza

Caracterizacion de la fraccién liquida de los distintos efluentes

En la tabla 4 se presenta el contenido de etanol, azlcares totales, azUcares

reductores, FAN, proteinas, glicerol y DQO de la fraccion liquida de los efluentes

estudiados.
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Tabla 4: Resumen de la caracterizacidon de la fraccion liquida de los subproductos estudiados

Efluentes Parametros de interés
Etanol Azlcares Azlcares FAN Proteinas Glicerol DQO
Clases
(%v/v) totales (g/L) reductores (g/L) (mg/L) totales (g/L) (g/L) (mgO,/L)
Excedente
de 6,9 42,1+1,4 12,5+0,5 123+20 0,454+0,028 11,8+0,4 167600+£1250
levaduras
#1 5 26,4+1,3 8,8+0,7 97+18 0,365+0,007 9,0+0,2
Cerveza de #2 4,9 26,6+2,4 6,6+0,4 89+14 0,297+0,012 8,8+0,2
120900+1100
descarte #3 4,7 33,6+2,6 9,6+0,4 89+11 0,335+0,029 8,6+0,2
#4 4,7 27,2%1,7 8,1+0,7 85+7 0,295+0,026 8,6%+0,3
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De los valores obtenidos en la caracterizaciéon de los diferentes efluentes, se
observa que el componente mayoritario, después del agua, es el etanol. Le siguen en
concentracion los carbohidratos remanentes de la fermentacion y por ultimo el glicerol,
generado como producto secundario durante la fermentacidn alcohdlica.

Los valores de DQO de la fraccion liquida de estos efluentes, 167600 mgO,/L y
120900 mgO,/L para el excedente de levaduras y la cerveza de descarte
respectivamente, representan entre 30 y 50 veces el valor de DQO promedio que poseen
las aguas residuales de este tipo de industria (Filladeau, 2006). Si se tiene en cuenta
ademas que estos efluentes (excedente de levaduras y cerveza de descarte), se generan
de manera discontinua, e incluso con picos que pueden triplicar los caudales promedio
diarios o semanales, el tratamiento de estas corrientes en conjunto con las aguas
residuales representa un problema para las instalaciones de tratamiento, dando origen
ademas a la necesidad de ecualizar los caudales en voliumenes suficientemente grandes
de modo que la DQO de ingreso a la planta de tratamiento (aerdbica o anaerdbica) no se
vea modificada significativamente.

En la tabla 5 se presentan los caudales y la carga organica anual de las fracciones

liquidas de éstos efluentes, generados en la industria adoptada como caso de estudio.

Tabla 5: Carga organica anual de la fraccion liquida de los subproductos estudiados

Caudal DQO Carga Organica

(L/aifio) (mgO,/L) (TonO,/aio)

Excedente de levadura 5928000 167600 994
Descarte de cerveza 1991600 120900 241
Totales 1235

Finalmente, en la tabla 6 se presenta el aporte tedrico a la DQO de los distintos
compuestos mayoritarios presentes en los efluentes.

44



Capitulo 2: Caracterizacion de efluentes

Tabla 6: Aporte tedrico de cada uno de los compuestos a la DQO total de la fraccion liquida de los
efluentes en estudio

Excedente Cerveza de
DQO tedrica
de levaduras descarte (promedio)
Compuestos (mg0,/mg
Aporte Aporte
compuesto) % %
(mgO,/L) (mg0y/L)
Etanol 2,086 113500 65 79400 65
AzUcares totales 1,066 44900 26 30300 25
Glicerol 1,217 14300 8 10700 9
Proteinas y FAN* 1,476 800 1 650 1
Totales 173500 100 121050 100

*la composicion media utilizada para establecer la DQO tedrica de proteinas y FAN, expresada como porcentaje
del peso fue: C (52%), O (24%), N (16,6%) e H (7,4%).

Discusion

Los valores obtenidos para la caracterizacion de la fraccion liquida de los efluentes
“excedente de levaduras” y “cerveza de descarte” en la industria cervecera adoptada
como caso de estudio, coinciden con valores previamente reportados en la literatura
(Hough, 1990; Kunze, 1999; Briggs et al., 2004; Preedy, 2009; Eblinger, 2012).

Estos poseen un elevado contenido de fuentes de carbono, facilmente
biodegradables, como etanol, carbohidratos y glicerol. Estas caracteristicas permiten
analizar estas corrientes desde dos puntos de vista:

1. Como un efluente: vision que predomina hoy en la mayoria de las industrias
cerveceras. Dado su alta carga orgdnica facilmente biodegradable, estos podrian ser
tratados por métodos bioldgicos, pero las instalaciones inadecuadas sumado a la
estacionalidad de su generacion, lleva a que las industrias intenten desprenderse de

estos efluentes, fundamentalmente comercializandolos como alimento para ganado,
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evitdndose de esta forma problemas en el funcionamiento de sus instalaciones de
tratamiento.

2. Como materia prima para distintos procesos productivos: su elevado contenido de
fuentes de carbono, permite visualizar estas corrientes como medio de cultivo en
procesos fermentativos que generen productos con valor agregado facilmente
separables, y de esta manera eliminar o reducir los compuestos que aportan carga
organica, de modo que los efluentes resultantes de estos nuevos procesos productivos
puedan ser tratados sin inconvenientes en las instalaciones convencionales de este tipo

de industria.

El primer proceso propuesto y estudiado en esta tesis fue la recuperacién del
etanol contenido en los efluentes. Dado que éste es el responsable del 65 % de la DQO
de los mismos, la sola remocién del etanol permitiria reducir la carga organica
drasticamente, obteniendo simultdneamente un producto con valor agregado. Este
proceso no contempla la utilizacion de los demas compuestos organicos.

Los carbohidratos remanentes de la fermentacidon representan el segundo
compuesto tanto en concentracién, como en aporte a la DQO total del efluente. Teniendo
esto en cuenta, el segundo proceso estudiado fue la utilizacién de estos carbohidratos
para la producciéon de etanol. Si éstos pudieran ser convertidos a etanol, y luego
removidos del medio, se podria lograr una reduccién cercana al 90 % de la DQO de estas
corrientes, obteniendo productos con valor agregado.

Finalmente, el tercer proceso estudiado fue la produccién de acido acético a partir
del etanol contenido en estos subproductos. Si bien esta alternativa utiliza parcialmente
los demas compuestos organicos (carbohidratos, glicerol), la totalidad de la fraccion
liquida forma parte del producto obtenido, vinagre de cerveza, reduciendo e incluso

eliminando las necesidades de tratamiento de estas corrientes.
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Cabe destacar que las industrias comercializan estos subproductos principalmente
por su contenido de levaduras; y que los procesos estudiados en la presente tesis utilizan
la fraccion liquida de estos subproductos, separando previamente los sélidos,
principalmente levaduras, por lo que éstos procesos no sustituyen el posible beneficio
econdémico obtenido por la venta de los subproductos, sino que lo complementan,

recuperando y produciendo nuevos productos con valor agregado.
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Capitulo 3: Recuperacion de etanol a partir de efluentes de

cerveceria.

Introduccion

El etanol representa el 65% de la DQO de la fraccién liquida de los efluentes
excedente de levaduras y descarte de cerveza. El estudio de los procesos para separar el
etanol a partir de medios donde el agua representa mas del 90% de la fraccion liquida,
se ha abordado profusamente en la literatura cientifica (Ahmetovi¢ et al., 2010; Kiss et
al., 2012; Martin y Grossman, 2013)

Entre las principales estrategias utilizadas para la separacién del etanol a partir de
soluciones acuosas o medios de fermentacion pueden citarse: destilacion, separacion por
corriente de vapor, per-vaporacion, adsorcion, extraccion liquido-liquido, separaciéon por
corriente de gas (Vane, 2008). De todas estas tecnologias, la destilacién tiene algunas
ventajas como:

e Alta recuperacion de etanol, generalmente superior al 99%

Alto factor de concentracion

e Eficiencia energética adecuada

e No presenta inconvenientes de escalado.

e El estudio y comprensidon del proceso se encuentra en estadios que permiten la
simulacion de los mismos a través de software especificos, con resultados muy
proximos a la realidad observada a nivel industrial.

En este capitulo se presenta el estudio de factibilidad de recuperar el etanol
contenido en la fraccion liquida de los efluentes (cerveza de descarte y fraccidon liquida
del excedente de levaduras), y su impacto sobre la reduccién de la DQO de estas
corrientes. Dado que durante la fermentacion alcohdlica se generan otros subproductos

volatiles en bajas concentraciones, se realizaron ensayos experimentales en un equipo de
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destilacion a escala laboratorio para extraer todos los componentes volatiles de los
efluentes y establecer la composicién de los mismos. Con los resultados obtenidos se
analizaron distintos esquemas de destilacion, similares a los existentes en las industrias
de produccion de bioetanol a partir de cafia o cereales, y se realizaron simulaciones de
los mismos para obtener alcoholes de distintas calidades, que podrian ser utilizados como
materia prima en otros procesos productivos, o ser comercializados. Finalmente se
realizd6 un estudio de factibilidad técnico-econdmico de los procesos propuestos y del
impacto de la remocidn del etanol sobre la reduccién en la carga organica de la fraccion

liquida de los subproductos.

Materiales y métodos

Separacion de los componentes voldtiles por destilacion

Para establecer la concentracion de compuestos volatiles que acompanan al etanol
en los subproductos estudiados, se utilizdé un dispositivo de destilacion “batch”.
Considerando la similitud de la fraccion liquida de los efluentes en cuanto a su
composicion porcentual, y el posible mezclado previo al tratamiento de recuperacion de
etanol a nivel industrial, se adopté una mezcla compuesta por un 75% correspondiente a
la fraccion liquida del excedente de levaduras y un 25% a la cerveza de descarte. Esta
proporcion se baso en los datos relevados sobre la generacion de estos subproductos en
la industria adoptada como caso de estudio.

El dispositivo de destilacién constd de una manta calefactora de AFCARO MCR
2000 M, balones de destilacion de 500 mL y 2 L, una columna de fraccionamiento, un
condensador de dedo frio responsable de establecer un reflujo para favorecer la
separacion de los compuestos volatiles, un condensador y un recipiente colector del

destilado.
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Tres muestras de la mezcla de efluentes se destilaron en el equipo, hasta que la
temperatura de tope de la columna alcanzé los 100°C. El destilado se conservd en
frascos estériles hasta su analisis posterior.

La composicién del producto asi obtenido se analizé en el Instituto Nacional de

Vitivinicultura (INV) por cromatografia gaseosa.

Simulacion del proceso de recuperacion de etanol por destilacion

A partir de los datos obtenidos en el analisis del destilado, se reconstituyd la
composicion de la fraccion liquida de la mezcla de los subproductos, teniendo en cuenta
los compuestos de interés en el proceso de separacion del etanol por destilacién. Para las
simulaciones, se adopté un caudal 7920000 kg/afio, operando la planta 24 h al dia, con
330 dias de operacién por afio.

Para la simulacion preliminar de las diferentes columnas de destilacion se
empled el mdédulo DSTWU de Aspen Plus, el cual utiliza un método aproximado basado en
las ecuaciones y correlaciones de Winn-Underwood-Gilliland. Este mddulo proporciona
ademas una estimacion inicial del nimero minimo de etapas tedricas, de la relacién
minima de reflujo, de la localizacion de la etapa de alimentacidén y de la distribucién de
los componentes. El calculo riguroso de las condiciones de operacién en las columnas de
destilacion se llevo a cabo con el médulo RADFRAC basado en el método “inside-out” que
utiliza las ecuaciones MESH, el cual implica la solucion simultdnea de las ecuaciones de
balance de masa (M), las ecuaciones de equilibrio de fases (E), las expresiones para la
sumatoria de las composiciones (S) y las ecuaciones de balance de calor (H) para
todos los componentes en todas las etapas de la columna de destilacion. Para la
especificacion de los parametros de operacion de las columnas de destilacion se
emplearon, ademas de los resultados arrojados por el moédulo DSTWU, datos
reportados por proveedores de sistemas de destilacion locales, utilizados frecuentemente

a nivel industrial.
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Se propusieron y simularon 3 Esquemas para la recuperacion de etanol, que
permiten obtener como producto, soluciones de etanol-agua con un contenido de etanol
de: 30-40 %m/m (esquema 1), 92% m/m (esquema 2) y alcohol potable o grado
alimentario (esquema 3). En el Anexo I, se presentan las especificaciones requeridas
para el etanol potable, por el Cédigo Alimentario Argentino.

Todos los esquemas se simularon de manera de obtener una recuperacion del
etanol en cada columna, superior al 99 %. Se utilizaron los resultados de simulacion para

estimar el consumo energético de cada esquema.

Determinacion de la DQO de la fraccién liquida de los efluentes antes y

después de la separacion del etanol

Para establecer la reduccidn en la carga organica, dado que el proceso de
destilacion cambia el volumen de efluentes, se determind la DQO y el volumen de la

fraccion liquida antes y después de la destilacidon

Evaluacion econéomica

Para establecer los costos operativos involucrados en los procesos de separacién
de etanol (consumo de energia y servicios auxiliares), se utilizaron los datos de
consumos de la salida de simulacion para cada caso evaluado (Bayramoglu et al., 2004;
Martin y Grossmann, 2012; Moncada et al., 2013). Si bien los esquemas simulados
parten de la fraccién liquida de la mezcla de efluentes, en la evaluacién econémica se
contempld el consumo de energia de una centrifuga (tipo decanter) necesaria para
separar los soélidos del excedente de levaduras. Se estimo un gasto en electricidad por el
consumo en este equipo de $50000/afio, valor comun en todos los esquemas estudiados.
El costo de inversion de capital se estimé en $385000, valor obtenido a partir de

presupuestos solicitados por la empresa.
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Se contemplaron ademas, los costos de capital correspondientes a las distintas
instalaciones de destilacién y los tanques necesarios para el funcionamiento del sistema,
también proporcionados por proveedores locales.

En la evaluacion econdmica se contempld también el costo operativo del
tratamiento de efluentes de las corrientes que siguen este destino en cada caso. Se
considerd una remociéon del 100% de la carga organica de los efluentes. Se analizaron 2
escenarios, uno que contempla la inversidn de capital necesaria para montar una planta
de tratamiento anaerdbico, similar a la instalada en la empresa adoptada como caso de
estudio, con un costo de 8550 $/m?, valor provisto por proveedores locales, y otro donde
se asume que el efluente del proceso seria tratado en las instalaciones convencionales
que dispone la empresa. Se considero una produccién de metano de 0.3 m3/Kg de DQO
removida, y un beneficio de 0.29 $/m?> metano, valor obtenido de la tarifa industrial en
argentina para industrias. No se consideré la inversién de capital necesaria para proveer
los servicios (Gas, vapor, electricidad, agua, etc.), asumiendo que los mismos son
provistos por los sistemas existentes en la empresa adoptada como caso de estudio.

Los costos de los servicios, como asi también del tratamiento de efluentes fueron
obtenidos por comunicacién personal a partir de los costos afrontados en la empresa
adoptada como caso estudio y se presentan en la tabla 7. Se utiliz6 un factor de

conversion de 1 U$D = 8.55 $ Argentinos.

Tabla 7: Costos de las materias primas y de los principales equipos utilizados en el analisis econémico de los
procesos propuestos.

Costos variables

Reactivos/Servicios/otros Unidad Costo unitario ($)
H,S04 ton 2030°

KOH ton 3485°
Vapor de baja presion ton 145
Electricidad KWh 0.5
Tratamiento de efluentes ton O, removida 610
Empleados mes 17420
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Beneficios
Etanol L 8.5°
Gas (metano) m? 0.29
Inversiones de capital

Centrifuga (decanter) 410000°
Tratamiento anaerdbico m?3 8550 ¢
Hidrdlisis y fermentacion 2885000¢
Sistema destilacion (esquemas 1y 4) 695000°
Sistema destilacion (esquemas 2 y 5) 1070000°
Sistema destilacion (esquemas 3 y 6) 1440000°
Tanques m? 2670°

3Precios internacionales; °Precio correspondinte al publicado por la Secretaria de

Resultados

Separacion de los componentes voldtiles por destilacion

energia de la Nacion multiplicado por un factor de seguridad de 0.9; “Precios obtenidos

de proveedores locales; Precio estimado seguin (Fredeick et al., 2008).

En la tabla 8 se presenta la composicidn de la mezcla destilada:

los subproductos.

Tabla 8: Concentracidn relativa de los compuestos volatiles que acompafian al etanol en la fraccidn liquida de

Concentracion para una

Concentracion .
Compuesto concentracion de etanol del
(mg/get)
6,38 %v/v a 20°C (mg/L)
Acetaldehido 0,311 +0,109 15,7+5,5
Acetato de etilo 0,867 £ 0,307 43,7 £ 15,5
Metanol 0,043 £ 0,040 2,2+2,0

Propanol 0,327 £0,010 16,5+0,5
Iso-butanol 0,308 £ 0,011 15,5+0,5
Alcohol Iso-amilico 1,568 £ 0,774 79,1+39,1
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Los valores reportados en la tabla, obtenidos a partir de la destilacion batch del
efluente, se cotejaron con valores obtenidos en el laboratorio de analisis de calidad de la

empresa.

Simulacion del proceso de recuperacion de etanol

El primer esquema presentado en la figura 3, se compone de una bomba que
impulsa el efluente desde el tanque de almacenamiento hasta una columna despojadora
de etanol con re-hervidor y condensador, encargada de recuperar el etanol presente en
los efluentes, con el objetivo de obtener por el tope un producto con una concentracion
de etanol de 30-40 %m/m. Previo al ingreso a la columna, el efluente intercambia calor

con la descarga. La alimentacion se realiza en el primer plato.

Etanol

Columna 30-40 %
despojadora i
— 3

Mezcla de la fraccion liquida
del excedente de levadura y el
descarte de cerveza

1

Efluente
{2

Figura 3: esquema 1 para la recuperacidn del etanol a partir de la fraccidn liquida de los subproductos
estudiados.

En la tabla 9 se muestra la composicion de las principales corrientes obtenidas de

la salida de simulacion.
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Tabla 9: Flujos masicos de las principales corrientes obtenidas de la simulacion de la recuperacion de etanol del
esquema 1.

Flujo masico de las corrientes (Kg/h)

Compuestos
1 2 3

Agua 949,37 859,87 89,50
Etanol 50,39 0,13 50,26
Acetaldehido 0,02 0,00 0,02
Acetato de etilo 0,04 0,00 0,04
Metanol 0,00 0,00 0,00
Propanol 0,02 0,00 0,02
Isobutanol 0,02 0,00 0,02
Butanol 0,07 0,00 0,07
Alcohol isoamilico 0,08 0,00 0,08
Temperatura (°C) 5,00 37,00 30,00
Caudal (kg/h) 1000,00 860,00 140,00

El esquema simulado permite obtener un producto con una concnetracién de
etanol de 35.9 %m/m. El consumo de calor en el re-hervidor de la columna en estas
condiciones fue 78107 kcal/h, mientras que el consumo de electricidad para las bombas
fue 9.70E-3 KW. Con la configuracion simulada se logra obtener una recuperacion
superior al 99,5% del etanol que ingresa al sistema, con un consumo especifico de 1554
Kcal/kg etanol anhidro, valor acorde a los rangos mencionados en la literatura (Marriaga,

2009).

El segundo esquema analizado presentado en la figura 4, a diferencia del primer
esquema, posee una primer columna despojadora que envia la corriente de tope en
forma de vapor a una segunda columna, rectificadora, la cual es encargada de elevar la
concentracion de etanol por ecima del 92 %m/m, separando por una extraccion lateral

los alcoholes superiores.
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Columna
despojadora

[ \ Columna

rectificadora

Mezcla de la fraccion liguida
del excedente de levadura y el
descarte de cerveza

(4 Etanol92
% wWiw

Agna de
proceso
{6y

Batanol y alechol
Efluente isabutilico

Figura 4: esquema de recuperacion de etanol 92 %m/v a partir de la fraccién liquida de los subproductos
estudiados.

En la tabla 10 se muestra la composicion de las principales corrientes obtenidas

de la salida de simulacion.

Tabla10: Flujos masicos de las principales corrientes obtenidas de la simulacion de la recuperacién de etanol
92% m/v.

Flujo masico de las corrientes (Kg/h)

Compuestos
1 2 3 4 5 6

Agua 949,37 860,00 89,37 4,34 0,52 84,52
Etanol 50,39 0,00 50,39 50,18 0,13 0,08
Acetaldehido 0,02 0,00 0,02 0,02 0,00 0,00
Acetato de etilo 0,04 0,00 0,04 0,04 0,00 0,00
Metanol 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Propanol 0,02 0,00 0,02 0,02 0,00 0,00
Isobutanol 0,02 0,00 0,02 0,00 0,01 0,00
Butanol 0,07 0,00 0,07 0,00 0,07 0,00
Alcohol isoamilico 0,08 0,00 0,08 0,00 0,08 0,00
Temperatura (°C) 25 37 95 30 87,85 99,9
Caudal kg/h 1000 860 140 54,6 0,8 84,6
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El esquema simulado permite obtener un producto con una concnetracién de
etanol de 91,90 %m/m, en el cual son removidos por la extraccién lateral el 80 % del
isobutanol, el 97 % del butanol y el 100 % del alcohol isoamilico. El consumo de calor de
los re-hervidores de las columnas despojadora y rectificadora, fue de 78005 y 24601
Kcal/h respectivamente, totalizando 102606 Kcal/h, mientras que el consumo de
electricidad en la bomba fue 9.70E-3 KW. Con la configuracion simulada se logra obtener
una recuperacion de etanol superior al 99,5% del que ingresa al sistema, con un
consumo especifico de 2044 Kcal/kg etanol anhidro, valor que cae en los rango

recomendados.

El tercer esquema estudiado presentado en la figura 5, ademas de las columnas
de destilacion contempladas en el esquema 2 comprende una tercera columna encargada
de elevar la concentracién de etanol a valores superiores al 95%v/v, para obtener alcohol
potable o de uso alimentario. Esta posee una extraccién lateral para completar la

separaciéon de los alcoholes superiores hasta los valores de especificacion.

Columna

rectificadora Etanol

= 95°
{9

Columna
despojadera

Columna
rectificadora

Propanol

(7

Mezcia de la fraceion liguida
del excedente de levaduray ef
descarte de cerveza

4 Etano] 92

SN
3) Yo wiw Agua de
proceso

/‘8\:

L8

Agua de
proceso

®

Efluente Butanol y alcohel
. isoamilico

{2

NE

Figura 5. Esquema de recuperacion de alcohol potable a partir de la fraccion liquida de los subproductos
estudiados.
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El esquema simulado permite obtener un producto con una concentracién de 94
%m/m, logrando una separacion del 60% del propanol y el remanente de butanol e
isobutanol mediante una extraccidén lateral, cumpliendo las especificaciones para el
alcohol de uso alimentario.

El consumo de calor obtenido en los re-hervidores de las columnas despojadora y
rectificadoras, fue de 78005, 24600 y 48980 Kcal/h respectivamente, totalizando un
consumo de 151585 Kcal/h, mientras que el consumo de electricidad para las bombas
fue 9.70E-3 KW. Con la configuracion simulada se logra obtener una recuperacion
superior al 99,5% del etanol que ingresa al sistema, con un consumo especifico de 3021
Kcal/Kg etanol anhidro.

En la tabla 11 se muestra la composicion de las principales corrientes obtenidas

de la salida de simulacion.
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Tabla 11: Flujos masicos de las principales corrientes obtenidas de la simulacién de la recuperacidon de etanol potable.

Flujo masico de las corrientes (Kg/h)

Compuestos
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Agua 949,37 859,93 89,44 4,35 0,50 84,60 0,08 1,10 3,16
Etanol 50,39 0,07 50,32 50,17 0,15 0,00 0,00 0,00 50,17
Acetaldehido 0,02 0,00 0,02 0,02 0,00 0,00 0,00 0,00 0,02
Acetato de etilo 0,04 0,00 0,04 0,04 0,00 0,00 0,00 0,00 0,04
Metanol 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Propanol 0,02 0,00 0,02 0,02 0,00 0,00 0,01 0,00 0,01
Isobutanol 0,02 0,00 0,02 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00
Butanol 0,07 0,00 0,07 0,00 0,07 0,00 0,00 0,00 0,00

Alcohol isoamilico 0,08 0,00 0,08 0,00 0,08 0,00 0,00 0,00 0,00
Temperatura (°C) 25,00 37,00 95,01 78,20 175,18 100,00 89,36 100,00 30,00
Caudal kg/h 1000,00 860,00 140,00 54,60 0,80 84,60 0,10 1,10 53,40
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DQO de los efluentes antes y después de la separacion del etanol

Se realizd |la destilacion de la mezcla de efluentes, y se determind la DQO antes y

después de la separacidn del etanol y otros compuestos volatiles.

Tabla 12: DQO y carga organica de la mezcla de las fracciones liquidas adoptadas para la destilaciéon y de la
vinaza obtenida en la columna despojadora.

Parametros Valores
DQO inicial (mgO,/L) 155900 + 1200
DQO Final (mgO,/L) 72150 + 1100
Volumen inicial (mL) 1000 £ 10
Volumen final (mL) 860 £+ 10
Remocién DQO (%) 53,72
Remocidén carga organica (%) 60,20

De la tabla se puede observar que la separacion del etanol por destilacion permite
obtener una reduccién de la DQO de un 53.72 % y una reducciéon de la carga organica

del 60 %, mediante la obtencién de un producto con valor agregado como el etanol.

Evaluacion economica

Se realizd un analisis econdmico teniendo en cuenta el costo operativo de los
diferentes esquemas simulados y la produccion de etanol en cada caso. El costo de
electricidad consumida en las bombas es despreciable frente a los otros costos
considerados, no asi el costo de separacion de los soélidos iniciales, que se menciond
anteriormente en materiales y métodos. Se tuvo en cuenta ademas el costo de 4
empleados (1 por turno de 8 horas y un encargado general). Se consideraron ademas
para todas las alternativas 2 tanques, uno con capacidad para 2 dias de almacenamiento
de efluente y otro para 7 dias de almacenamiento de etanol. El tanque de

almacenamiento de efluente fue igual para las tres alternativas, de un volumen de 50
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m3, los tanques de almacenamiento de producto fueron de 24, 9.5 y 9 m?> para los

esquemas 1, 2 y 3 respectivamente.

En la tabla 13 se resumen los costos operativos y de inversion de capital para
cada una de las alternativas evaluadas, incluyendo una amortizacién en un periodo de 15
anos para los equipos contemplados en la inversién de capital.

Se determind el valor actual neto (VAN) y el periodo de recupero del capital, como
principales indicadores econdmicos, analizando un lapso de 15 afios con periodos de pago
anual y una tasa de descuento igual a la tasa del banco nacién para créditos a empresas,
del 19%, 0.19. Es de destacar que un periodo de 4 afios (48 meses), el plazo maximo de
recupero del capital adoptado por industriales para llevar adelante una inversion de

capital (comunicacién personal).

Tabla 13: resumen de la evaluacidon econémica de las alternativas propuestas para la recuperacion del etanol de
la fraccion liquida de los subproductos estudiados.

Esquema 1 Esquema 2  Esquema 3

Costos variables $/afo $/afo $/afo
Vapor 174000 235650 351220
Tratamiento de efluentes 300000 300000 300000
Empleados 836100 836100 836100
Electricidad 50000 50000 50000

Otros costos

Amortizacion sin UASB 86839 109257 133969
Amortizacion con UASB 175189 197607 222319
Total anual 1622128 1728614 1893608
Crédito

Etanol 4321290 4321290 4321290
Gas (metano) 44754 44754 44754
Utilidad anual sin UASB 2919105,3 2835037 2694755
Utilidad anual con UASB 2830755,3 2746687 2606405
Inversion de capital $ $ $
Reactor UASB 1325250 1325250 1325250
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Centrifuga Decanter 410000 410000 410000
Sistema destilacion 695000 1070000 1442000
Tanques 197580 158860 157530
Total sin UASB 1302580 1638860 2009530
Total con UASB 2627830 2964110 3334780
Variables econdmicas

Sin UASB

TIR (anual) 224 % 173% 134%
VAN 10866031 $ 10238983 $ 9350565 %
Recupero del capital (meses) 5 7 9
Con UASB

TIR (anual) 108% 93% 78%
VAN 9390374 $ 8763326 $ 7874907%
Recupero del capital (meses) 11 13 15

Como se puede observar de la tabla, las tres alternativas analizadas presentan un
VAN mayor a cero, incluso en los escenarios donde se contempla la inversion para un
UASB donde tratar el efluente generado. Todas las TIR, son ampliamente superiores al
costo de oportunidad del capital (19 % anual), lo pone de manifiesto la gran rentabilidad
de los procesos propuestos en los esquemas 1, 2 y 3. Como se menciond anteriormente,
aun en el caso mas complejo, el periodo de recupero del capital es de 15 meses, valor

muy inferior a los 4 afios requeridos como minimos para llevar adelante una inversion.

Conclusiones parciales

e Se estudié y demostro la factibilidad técnica de recuperar el etanol contenido en la
fraccion liquida de los subproductos excedente de levaduras y cerveza de descarte,
mediante destilacién convencional.

e La remocion del etanol contenido permitié disminuir un 60 % la carga organica de

éstas corrientes.
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e Se determinaron los compuestos que acompanan al etanol a través del analisis
por cromatografia gaseosa de las muestras, y se utilizaron los resultados para los analisis
de simulacion.

e Se simularon 3 esquemas alternativos para la recuperacidon del etanol contenido
en los efluentes, con el objeto de obtener como productos soluciones de etanol y agua
con concentraciones de etanol del 35,9 %m/m, 92,0 %m/m y 94,1 %m/m,
respectivamente, productos que pueden ser comercializados o utilizados como materia
prima dentro de la empresa para otros procesos productivos. En los esquemas 2 y 3, se
utilizaron extracciones laterales de las columnas de rectificacion para separar los
alcoholes superiores y llevar el etanol obtenido a especificacion segun el Codigo
Alimentario Argentino.

e Se realizd6 un analisis econdmico de cada una de las alternativas estudiadas,
utilizando los datos de consumo de calor obtenidos de la simulaciéon para determinar los
costos variables de cada una de las tres alternativas, y considerando ademas los
principales costos de inversion de capital. Los indicadores TIR, VAN y periodo de recupero
del capital demostraron que todas las alternativas analizadas son ampliamente rentables
y viables desde el punto de vista econdmico, con periodos de recupero del capital

inferiores a los 9 meses.
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Capitulo 4: Fermentacion alcohdlica de los carbohidratos
presentes en vinazas de cerveceria como proceso alternativo

para la reduccion de la DQO.

Introduccion

El proceso abordado en el capitulo 3 permite recuperar el etanol contenido en la
fraccion liquida de los efluentes, produciendo a su vez nuevos efluentes,
correspondientes a las corrientes eliminadas por el fondo de las columnas de destilacion
de los esquemas analizados. De todas esas corrientes, el fondo de la columna
despojadora, denominada en adelante “vinaza”, conserva los carbohidratos, el glicerol y
los compuestos nitrogenados que estaban presentes en la fraccion liquida de los
efluentes estudiados, todos ellos disueltos en un volumen inferior, cercano al 85-86% del
volumen que ingresa a la columna de destilacién (ver tablas 9, 10 y 11 del Capitulo 3).

Teniendo en cuenta que los carbohidratos contenidos en esta vinaza pueden
representar hasta el 70% de la DQO de la misma (ver tablas 5 y 6 del capitulo 2), se
visualizd este efluente como un medio para la produccion de etanol adicional al ya
recuperado, y de esta manera utilizar la fermentacién alcohdlica como proceso de
tratamiento, convirtiendo los azlcares en etanol. El principio basico del tratamiento
bioldgico de efluentes consiste en transformar la materia organica soluble, responsable
de la DQO, en compuestos facilmente separables como la biomasa, o de separacion
espontanea como los gases (CO, en los procesos aerébicos y CH,4, H,, CO,, SH, en los
procesos anaerdbicos). En el proceso propuesto, se sigue el mismo principio, convirtiendo
los carbohidratos disueltos, responsables de un 70% de la DQO, en biomasa, CO, y
etanol, compuestos facilmente separables del medio. Este proceso permitiria ademas de
la reduccién de la carga organica, aumentar la cantidad de etanol que puede ser

producido y recuperado a partir de la fraccion liquida de los efluentes estudiados.
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Se caracterizd la vinaza determinando su contenido de carbohidratos, glicerol y
FAN y se evalud la capacidad de levaduras del género Saccharomyces de fermentar las
azlcares contenidos en las vinazas para producir bioetanol. Dado que éstas fueron
incapaces de utilizar los carbohidratos presentes, se estudio el efecto de hidrolizar los
carbohidratos a azUcares reductores sobre la performance de la fermentacion. Se
estudiaron y optimizaron las variables involucradas en la hidrdlisis y se determinaron los
valores de las mismas que maximizan el porcentaje de hidrdlisis. Se estudiod el efecto de
utilizar distintos hidréxidos como agentes neutralizantes en la etapa de hidrélisis y se
evaluo el efecto de suplementar la vinaza con sales fuentes de macro y micronutrientes,
sobre el rendimiento en etanol. Finalmente, se evalué el impacto de la remocion del
etanol producido por fermentacidon sobre la reduccion en la carga organica de la vinaza.
Considerando las variables concentracion de azucares reductores, biomasa y etanol, se
evalué la capacidad de distintos modelos cinéticos para predecir los resultados
experimentales de la fermentacién alcohdlica y se determinaron sus respectivos
parametros. Finalmente se realizé un analisis de factibilidad técnico-econémico del

proceso propuesto.

Materiales y métodos

Obtencion de la vinaza

A partir de una mezcla compuesta por el 75% de la fraccion liquida del excedente
de levaduras y el 25% de cerveza, mediante ensayos de destilacién realizados segun lo
descripto en el capitulo 3, se obtuvo la vinaza utilizada en los ensayos de produccién de
etanol. En los casos donde la concentracion de azlcares totales iniciales de la vinaza se
utilizé como variable, ésta fue aumentada hasta alcanzar la concentracién deseada por

evaporacién parcial del agua contenida, utilizando un bafio termostatico.
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Caracterizacion de la vinaza

Las concentraciones de azuUcares totales, FAN, glicerol y DQO se determinaron

como se describid previamente en el capitulo 2.

Fermentacion alcohdlica

Los ensayos de fermentacion alcohdlica se realizaron a temperatura controlada de
30 °C £ 0,1°C introduciendo los reactores en una estufa de cultivo (Isla et al., 2013).
Durante las fermentaciones se realiz6 una toma de muestra cada 1,5-2 h, segun la
experiencia, comenzando en el momento en que el indculo fue agregado a cada reactor.
En cada toma de muestra durante la fermentacion, se determind la concentracién de
biomasa, etanol, y azlcares reductores. En las experiencias realizadas sobre las vinazas
sin hidrolizar se determind también el contenido de azlcares totales. Ademas se
determind el contenido de glicerol al inicio y al final de la fermentacion. Para los ensayos
realizados en reactores de 500 mL, al finalizar la experiencia, se separd la biomasa por
centrifugacién a 3000 rpm durante 5° y el sobrenadante se destil6 en el equipo de
destilacion “batch” descripto anteriormente en el capitulo 2. Se determind el etanol total
producido en el destilado por picnometria, y con este valor se estimd, como medida
adicional, la concentracién final de etanol en el fermentador. Finalmente se determiné la
DQO del residuo de la destilacion, efluente final del proceso.

Los azUcares reductores, azucares totales, glicerol y DQO se determinaron como
se describié anteriormente en el capitulo 2.

Para evaluar la performance de las fermentaciones sobre los distintos medios, se
determind el consumo de azlcares, el rendimiento en etanol obtenido, la produccion neta
de biomasa, la velocidad maxima de consumo de azlcares y la velocidad maxima de
produccidon de etanol, el tiempo total de fermentacion y el tiempo de la fase de

aclimatacién, como se describié previamente (Isla, et al. 2013)
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Microorganismos y medio de cultivo

Para los ensayos de fermentacion alcohdlica de la vinaza se utilizé una levadura
comercial Saccharomyces cerevisiae var. Windsor (Lallemand Brewing Co.), adquirida en
el mercado local. Se partié de la levadura liofilizada y se procedid a su rehidratacion y
proliferaciéon segun las indicaciones del fabricante. Se obtuvieron cultivos axénicos
mediante repiques sucesivos en placa. Para el cultivo de levaduras se utilizd un medio
liquido YPG ligeramente modificado (Bartnicki Garcia y Nickerson, 1962) compuesto por:
peptona de carne 2 g/L; extracto de levadura 3 g/L; glucosa 20 g/L. Para la preparacion
del medio semi-sélido se adiciond agar-agar a una concentracién final de 15 g/L. Los
medios de cultivo se esterilizaron durante 15 min a 121° C en autoclave eléctrico tipo
Chamberland (VZ-30, 135L).

La cepa se conservd en tubos pico de flauta con este medio y se repicod
mensualmente. Ademas la cepa aislada inicialmente se conservdé a -80° C en medio

liquido YPG utilizando glicerol 20 %v/v como agente protector frente al congelamiento.

Preparacion del inéculo

Para la preparacion de los indculos previo a las fermentaciones, se partio de la
cepa conservada en los tubos pico de flauta, y se propagd en un erlenmeyer durante 12-
18 h a 30°C. El medio utilizado fue el YPG, pero la concentracion de glucosa fue de 50
g/L en este caso, de modo de obtener la biomasa necesaria para los ensayos. Una vez
finalizado el cultivo, la biomasa se recuperd centrifugando el medio 5’ a 3000 rpm, se
resuspendié en un volumen adecuado del medio a ensayar, se determind su
concentracion y finalmente se adiciond un volumen al reactor para obtener una

concentracion inicial de 2 £ 0.2 g/L para todas las experiencias.

Reactores utilizados

Los ensayos se realizaron en dos tipos de reactores construidos ad hoc. Los

primeros, utilizados en los ensayos preliminares, se construyeron a partir de tubos
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plasticos tipo falcon de 50 mL, a los cuales se les modifico la tapa mediante dos orificios.
Uno para la salida de gases, y otro para la toma de muestra. En la figura 6 se muestra
una fotografia de los reactores. Los reactores fueron agitados durante las fermentaciones
utilizando un agitador orbital (Vicking m-23) a 180 rpm. El sistema completo (reactores-
gradilla-agitador) se introdujo en una estufa de cultivo con temperatura controlada para
realizar las fermentaciones. Se utilizé6 un volumen de 30 mL durante las experiencias.
Para la toma de muestra se utilizd una jeringa estéril de 1 mL. Una vez tomada la
misma, se paso el contenido de la jeringa a un tubo eppendorf de 1,5 mL y se centrifugé
a 6500 rpm durante 2'. El sobrenadante se colocdé en otro tubo eppendorf y fue
almacenado para las determinaciones posteriores. El precipitado de biomasa se lavo tres
veces con buffer fosfato y se resuspendié en finalmente en un volumen de 1 mL, a partir

del cual se determind la concentracion de biomasa.

Figura 6: Reactores de 50 mL utilizados para las fermentaciones durante los ensayos de seleccién

Los segundos reactores consistieron en frascos de vidrio de 500 mL modificados,
construidos a partir de frascos (Duran-Schott). Se colocaron picos para la salida de
gases y la toma de muestra. Al igual que en los reactores de 50 mL, la toma de muestra
se realizd con una jeringa estéril de 1 mL y para el procesamiento de la muestra se
procedié de la misma manera. Se utilizé un volumen de 300 mL en el reactor para cada
ensayo. La agitacién del cultivo se realizé a través de un agitador magnético y a través
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de recirculacién utilizando una bomba centrifuga. El conjunto (reactor-agitador-bomba)
se colocd en una estufa de cultivo para realizar las fermentaciones a temperatura

controlada. En la figura 7 se muestra una fotografia de los reactores de 500 mL.

Figura 7: Reactores de 500 mL utilizados en los ensayos de fermentacion

Determinacion de la concentracion de etanol en las fermentaciones

Para la determinacidon de la concentraciéon de etanol en las muestras extraidas
durante el seguimiento de las fermentaciones se construyé un dispositivo basado en un
sensor de didxido de estafio marca Figaro TGS 2620 (Xiaobo et al., 2003; Isla et al.,
2013; Seluy e Isla, 2014). El dispositivo consté de un transformador, un sensor figaro
TGS 2620, un cuerpo de delrin donde se alojé el sensor, un multlimetro y un circuito
electrénico que integrd el sensor con el multimetro. En la figura 8 se presenta una
imagen del dispositivo.

El sensor que esta alojado en el interior del cuerpo de delrin esta compuesto por
un oOxido metdlico semiconductor, el cual varia su conductividad en funcion de la
concentracion del compuesto de interés en la fase gaseosa en contacto con el sensor (en

este caso el etanol). A través del circuito electréonico, se traduce este cambio de
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conductividad en una sefial leida por el multimetro, en nuestro caso una diferencia de

potencial, la cual se puede correlacionar con la concentracidon de etanol.

Figura 8: Dispositivo para la determinacién de etanol

Para realizar las mediciones se coloc6 una solucion de la muestra a la cual se le
queria determinar la concentracion de etanol en un tubo de vidrio roscado, el cual encaja
en el cuerpo de delrin a través de una rosca interna para tal fin, estableciendo una
camara gaseosa entre la muestra y el sensor que se encuentra alojado en el interior. De
esta manera, el equipo muestra una sefial relacionada con el etanol en la fase gaseosa,
que esta en equilibrio con el etanol contenido en la muestra, permitiendo establecer una
correlacion entre la senal medida y la concentracion de etanol en la fase liquida. Dada la
sensibilidad del equilibrio del etanol entre ambas fases a la temperatura, previo a su
lectura las muestras se dispusieron durante 15 minutos en un bafio termostatico a 24 °C.

Para establecer la correlacion entre la concentracion de etanol en la fase liquida y
la sefial obtenida en el multimetro (diferencia de potencial), se prepararon distintas

soluciones de etanol en agua destilada, se colocaron en el bafio a 24 °C por 15 minutos y
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se leyeron en el equipo. Se adoptd como lectura la resta entre el valor de diferencia de
potencial maximo obtenido al colocar la muestra y el valor leido con el equipo en vacio
(sin colocar la muestra). El valor maximo de la lectura se alcanzo entre los 40 y los 80
segundos posteriores a colocar la muestra. Se grafico la lectura en funcion de las
distintas concentraciones de etanol para cada una de las muestras y se observd una
relacion exponencial entre la lectura del equipo (voltaje maximo menos el voltaje en
vacio) y la concentracion de etanol en las muestras. Para obtener la curva de calibrado
se graficé el logaritmo natural de la concentracidon de etanol en funcion del voltaje, y se
obtuvo una regresion lineal de los datos. La linealidad se mantuvo para valores de
concentracion de etanol comprendidos entre 0 y 0.75 g/L, por lo que las muestras que
contenian un valor mayor de etanol, se diluyeron apropiadamente con agua destilada,
previo a su lectura. En la figura 9 se presenta una curva de calibrado caracteristica

obtenida con este dispositivo.

-0,5

-2,0

Ln [etanol (g/L)]

-2,5

Equation y=a+bx
-3.0 4 Ad. R-Square 095642

Value Standard Error
m C15 Intercept -5,28443 0,23048
C15 Slope 1,25447 0,08057

'3’5 T T T T T T
15 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0

Diferencia de potencial (volt)

Figura 9: Curva de calibrado obtenida utilizando el dispositivo para la determinacion de etanol

Segun la informacién suministrada por el fabricante del sensor (ver anexo II),

éste presenta cierta sensibilidad a las condiciones atmosféricas, principalmente
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temperatura y humedad, por lo que las determinaciones se realizaron en un ambiente
controlado mediante un aire acondicionado frio/calor. Para minimizar este efecto, se
realizd una curva de calibrado cada vez que se utilizd el sensor. Durante las
fermentaciones, el sobrenadante separado de la biomasa se diluyé apropiadamente con

agua destilada y se procedié a la lectura como se describié anteriormente.

Determinacion de la biomasa

La determinacion de la concentracién de biomasa, expresada en g/L, se realizd
por turbidimetria mediante lecturas de una suspensién de levaduras de dilucidon
adecuada, a 600 nm de longitud de onda. La correlacién entre la senal provista por el
espectrofotometro y la concentracion de levaduras en la muestra se establecid mediante
la construccion de wuna curva patron. Para ello, suspensiones con diferentes
concentraciones de levaduras en estado exponencial de crecimiento, se midieron en
espectrofotdmetro determinando su absorbancia. A las mismas soluciones se le
determind la concentracion de biomasa midiendo su contenido de Sélidos Suspendidos
Volatiles (SSV), siguiendo la técnica estandar (Eaton et al., 2005). La ecuacién de la

curva obtenida fue:

Biomasa [g / L] =(1.09689 x Absorbancia (600 nm) —0.01782) x dilucién™ (3)

Durante las experiencias, el pellet obtenido luego de centrifugar las muestras se
lavé tres veces con buffer fosfato 50 mM a pH 7,0; finalmente se centrifugd en idénticas
condiciones y se re-suspendidé en volumen de agua destilada igual al de la toma de
muestra (1 mL). Se diluyo apropiadamente con agua destilada para ingresar dentro del
rango de la curva de calibrado, y se ley6 su absorvancia a 600 nm en espectrofotémetro

(HACH DR/2010). Utilizando la curva patrén se establecié la concentracion en g/L.

Hidrdlisis de los carbohidratos presentes en la vinaza

Se realizé una hidrdlisis acida de los carbohidratos presentes en las vinazas, con

el objeto de transformar los azucares totales en azlcares reductores, fermentables por
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las levaduras del género Saccharomyces. Se utilizd acido sulfirico como agente de
hidrélisis. La hidrdlisis se realizé en frascos de vidrio con tapa a rosca de 500 mL de
volumen. Para los ensayos a temperaturas menores o iguales a 100 °C, el frasco se
sumergié en un bano termostatico hasta un nivel superior al de liquido contenido. Para
los ensayos donde se evaluaron temperaturas superiores, se utilizd una autoclave
eléctrica para suministrar la temperatura adecuada. Una vez finalizado el tiempo de
hidrdlisis, se agregd el agente neutralizante y se enfrié el medio a temperatura ambiente.
Se utilizaron distintos hidréxidos para la neutralizacién. Durante este proceso se generd
un precipitado compuesto principalmente por proteinas desnaturalizadas, y en el caso
donde se utilizé Ca(OH), el precipitado estuvo acompanado de CaSQ,. Este se separd por
centrifugacion a 3000 rpm durante 5 minutos y el sobrenadante se conservd para su
analisis posterior. Se determind el valor de azucares reductores y totales a la muestra

antes y después de ser hidrolizada, segun se describié en el capitulo 2.

Efecto de las variables de hidrdlisis sobre el rendimiento de aziicares reductores

Se estudio el efecto de las principales variables involucradas en la hidrdlisis acida:
concentracion de acido, tiempo de hidrdlisis, concentracidon de azlcares totales iniciales
(concentracion de la vinaza), y temperatura de la hidrdlisis. Para esto se realizd una serie
de disefos experimentales (Kuhad et al., 2010; Zhang et al., 2010; Rafiqul y Mimi
Sakinah, 2012). En primer lugar se realizd un disefio factorial completo 23 por triplicado,
totalizando 24 experiencias, que evaludé el efecto de la concentracion de azuUcares
iniciales, el tiempo de hidrdlisis y la concentracion de acido, para una temperatura de
hidrolisis de 100 °C. En busca de una relacion entre la concentracion de acido y la
concentracion de azlUcares totales iniciales, se realizaron dos disefios factoriales
completos 22 por duplicado, totalizando 8 experiencias cada uno, utilizando esta relacién
como variable y el tiempo de hidrdlisis como segunda variable. En cada disefio se
evaluaron las mismas relaciones para dos concentraciones de azUcares iniciales

diferentes. Finalmente, se realiz6 un disefio central compuesto (2* + estrella), con 4
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puntos centrales, por duplicado totalizando 60 experiencias, donde se tomd como
variables el tiempo de hidrdlisis, la concentracién de acido, la concentracion de azlcares
totales y la temperatura de hidrdlisis. Los resultados se analizaron a través de la
metodologia de superficie de respuesta estableciendo un modelo que permite predecir el
porcentaje de hidrdlisis en funcién de las condiciones de hidrdlisis establecidas para cada
variable. En todos los ensayos de hidrdlisis se utilizé KOH en la etapa de neutralizacion.
Las tablas con los valores que tomd cada variable, asi como los resultados obtenidos

para los disefios estudiados, se presentan en la seccién resultados del presente capitulo.

Efecto de las bases utilizadas en la neutralizacion sobre la fermentacion posterior

Se estudié el efecto de utilizar como agentes de neutralizacién las siguientes
bases: KOH, NaOH, NH,OH y Ca(OH),, sobre la fermentacién alcohodlica posterior,
ajustando diferentes alicuotas de la vinaza hidrolizada con cada una de las bases hasta
alcanzar un pH de 5, valor dentro del rango éptimo para la fermentacién por levaduras
(Asgher et al., 2013). El precipitado formado en cada caso se removié como se describid
anteriormente y los sobrenadantes se utilizaron para llevar adelante las fermentaciones

alcoholicas.

Efecto de suplementar el medio con fuentes de macro y micronutrientes

Se estudid el efecto de suplementar el medio neutralizado con Ca(OH),, con
diferentes sales inorganicas sobre la performance de fermentacion alcohdlica. Las sales
ensayadas fueron: (NH4),HPO4; (NH4)>,S04; KH,;PO4; KCl; FeS04.7H,0; MnS04.7H,0;
CuS04.5H,0; ZnS0,4.7H,0; MgS0,4.7H,0. Los valores de concentracién evaluados para
cada compuesto se adoptaron del rango reportado para medios de cultivo convencionales
utilizados en fermentaciones alcohdlicas. (Casey et al., 1984; Kadam y Newman, 1997;
Bafrncova et al., 1999; Gupta et al., 2007; Palukurty et al., 2008; Soyuduru et al.,

2009).
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Para esto, se prepararon soluciones concentradas de las sales, con agua
previamente esterilizada en autoclave, las cuales se adicionaron al medio a fermentar
para obtener las concentraciones deseadas en cada ensayo. Para evaluar el efecto de las
sales sobre la fermentacion alcohdlica, se llevaron adelante dos estrategias:

1) Se dividieron las sales en 3 grupos. El grupo 1 compuesto por las sales fuentes
de los nutrientes requeridos en concentraciones milimolar por las levaduras del género
Saccharomyces ((NH4),HPO4; (NH4),S04; KH,PO, y KCI); El grupo 2 compuesto por el
MgSQ4; y el grupo 3 compuesto por las sales requeridas en concentraciones traza
(FeS0,4.7H,0; MnS04.7H,0; CuS04.5H,0 y ZnS0,4.7H,0). En este caso se realizd un
disefio factorial 23, adoptando cada grupo como una variable.

2) Se planted un disefo experimental Placket-Burman, para evaluar el efecto de

cada sal, mediante su presencia y ausencia.

Estudio del rendimiento en etanol para distintos aziicares iniciales

Se estudiod el efecto de las distintas concentraciones de azUlcares iniciales sobre el
rendimiento en etanol obtenido en las fermentaciones. Se evaluaron concentraciones

iniciales de 27, 40, 58, 108 y 126,5 g/L.

Optimizacion de las variables de hidrélisis

En base a los resultados obtenidos anteriormente, que demuestran que el
rendimiento en etanol no estuvo influenciado por las concentraciones iniciales de
carbohidratos en el medio, y teniendo en cuenta que cualquier proceso de concentracion
de la vinaza implicaria un costo adicional al proceso, se utilizdé la vinaza sin concentrar
para optimizar las condiciones de hidrdlisis. Tomando fija esta variable se analizé en un
rango mas acotado el efecto de las variables temperatura, tiempo de hidrdlisis y
concentracion de acido, sobre el porcentaje de hidrdlisis mediante un disefio de box-
behnken. Los resultados se analizaron mediante la metodologia de superficie de

respuesta.
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Dado que diferentes combinaciones de las variables permitieron obtener una
hidrélisis total de los carbohidratos, para determinar el valor mas conveniente de las
variables a ser utilizadas en el proceso de tratamiento, se realizd un analisis de los costos
operativos de la hidrdlisis, utilizando el software Microsoft Excel 2010. Se adopté como
temperatura inicial de la vinaza, la temperatura a la cual ésta abandona la columna
despojadora (aproximadamente 100 °C) y se contemplé en el analisis el costo de vapor
necesario para elevar la temperatura desde este valor al valor utilizado en la hidrdlisis.
También se considerd la concentracion de H,SO, utilizada y la cantidad de KOH necesaria
para llevar el pH a 5. En estudios previos se determindé que la cantidad de hidréxido
consumida correspondio a la cantidad estequiométrica necesaria para neutralizar el acido

agregado durante la hidrdlisis dado que el pH inicial de la vinaza es igual a 5.

Efecto del precipitado formado durante la neutralizacion sobre la

fermentacion alcohdlica posterior.

Para evaluar el efecto de la presencia de los soélidos formados durante la
neutralizacion de la vinaza hidrolizada sobre la fermentacion alcohdlica, un volumen de
vinaza se hidrolizd en las condiciones previamente optimizadas, y se dividio en 4
alicuotas. 2 de ellas fueron neutralizadas utilizando Ca(OH), y 2 utilizando KOH, bases
que mostraron mejor desempefio. A su vez, para cada hidréxido, a una de las alicuotas
se le removio el precipitado formado por centrifugacion a 3000 rpm durante 5 min. La

otra alicuota se conservo hasta los ensayos de fermentacion.

Modelado cinético de la fermentacion alcohédlica

Con el objeto de obtener un modelo cinético del proceso de fermentacién, se
utilizé el promedio de los valores de las variables y se analizé la capacidad de varios
modelos para reproducir los datos experimentales. Se minimizé la desviacién cuadratica

media relativa entre los valores experimentales de biomasa, etanol y azlcares reductores

76



Capitulo 4 — Tratamiento de las vinazas.

y los valores predichos por el modelo, para determinar los parametros del mismo. Los

algoritmos de calculo se realizaron utilizando el software MATLAB 7.0.9 R2009b.

Impacto de la remocion de etanol sobre la DQO de la vinaza.

Tres muestras de vinaza se hidrolizaron utilizando las condiciones
econdmicamente oOptimas, y posteriormente se fermentaron utilizando como indculo 2
g/L (Isla et al., 2013; Seluy e Isla, 2014). Se tomd una muestra cada 2 horas y se
determind el contenido de etanol, biomasa y azucares reductores. Al finalizar la
fermentacion, la biomasa se separd por centrifugacion a 3000 rpm durante 5 minutos, y
el sobrenadante se destilé para separar el etanol producido, en un equipo de destilacién
batch como se describié en el capitulo 3. Se utilizd 1 L de volumen y se determiné la
DQO de la vinaza previo a la hidrélisis acida, luego de la fermentacién alcohdlica y

posteriormente a la separacion de la biomasa y el etanol. Se determiné el volumen final.

Simulacién de la hidrdélisis y de la recuperacion de etanol de las vinazas

fermentadas

La vinaza representa aproximadamente el 86% del caudal de efluente generado
en la empresa adoptada como caso de estudio. Se propuso un esquema para el
tratamiento de la vinaza mediante hidrdlisis, fermentacién y recuperacion de etanol.

Se simulé el esquema tomando como vinaza la corriente de salida del esquema 3
simulados en el capitulo 3, correspondiente al fondo de la columna despojadora. Se
utilizé una jornada de 24 h de trabajo, durante 330 dias al afo. Se propusieron tres
alternativas para la etapa de recuperacion de etanol (esquemas 4, 5 y 6), para obtener

como producto, soluciones etanol agua de 30-40% m/m; 92%m/m y alcohol potable.

Se utilizaron los resultados de simulacion para estimar el consumo energético de

cada esquema estudiado.
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Evaluacion econémica

Para establecer los costos operativos involucrados en el proceso (consumo de
energia y servicios auxiliares), se utilizaron los datos de salida de simulacion
(Bayramoglu et al., 2004; Martin y Grossmann, 2012; Moncada et al., 2013).

Al igual que en los casos de recuperacion de etanol se contemplé el consumo de
energia de una centrifuga para separar la biomasa formada luego de la fermentacion de
las vinazas. El consumo se estimd en $50000/afio, con un costo de inversion de capital
de $410000 entre los dos equipos, valores provistos por proveedores locales.

El fondo de la columna despojadora de los esquemas 4, 5 y 6, fue considerado
efluente del proceso, y se incluyd el costo operativo del tratamiento del mismo en la
evaluacion econdmica. Se consideré una remocién del 100% de la carga organica
mediante un proceso anaerdbico de tratamiento evaluando 2 escenarios, uno en el cual
se contempla el costo de inversién de capital para la construcciéon de un UASB para llevar
a cabo el tratamiento, y otro sin esta inversion, asumiendo que el efluente del proceso es
tratado en las instalaciones convencionales que ya dispone la empresa adoptada como
caso de estudio.

El costo operativo de la fermentacién se estimé como un 15 % del costo de vapor
total necesario para obtener alcohol potable. El costo de inversién de capital para el
proceso de hidrélisis y fermentacién, se obtuvo basado en cotizaciones provistas por
proveedores locales y en estimaciones previas realizadas por otros autores en sistemas
similares. (McAloon et al., 2000; Kwiatkowski et al., 2006; Frederick et al., 2008;
Nghiem et al., 2011).

No se considerd la inversion de capital necesaria para proveer los servicios (Gas,
vapor, electricidad, agua, etc.), asumiendo que los mismos son provistos por los
sistemas existentes en la empresa adoptada como caso de estudio.

Los costos utilizados para la evaluacidon econdmica fueron presentados en la tabla

7. Finalmente se establecieron los indicadores econdmicos del proceso propuesto.
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Resultados

Caracterizacion de la vinaza

Se caracterizo la vinaza obtenida de destilar la mezcla compuesta en un 75 % por
la fraccion liquida del excedente de levaduras y en un 25% del descarte de cerveza. Los

resultados se presentan en la tabla 14.

Tabla 14: Principales parametros de la vinaza obtenida luego de separar el etanol de la mezcla de las fracciones
liquidas de los subproductos

Vinaza
Parametros Valores
DQO (mgO0,/L) 72150 + 1100
AzUlcares Totales (g/L) 47.30 £ 0.79
Glicerol (g/L) 12.35 £ 0.30
FAN (mg/L) 88 +9

La concentracion de carbohidratos junto a la disponibilidad de compuestos
nitrogenados en la forma de compuestos alfa amino nitrégeno libres (FAN), permitieron,
al igual que otros residuos industriales (Gong et al., 1999; Palmarola-Adrados et al.,
2005), visualizar la vinaza como medio para la produccion de bioetanol a partir de los
carbohidratos por fermentacion alcohdlica utilizando levaduras.

Se realizaron ensayos de fermentaciéon en reactores de 50 mL. Los resultados no
mostraron aumento de la biomasa, ni produccién de etanol, tampoco se observd un
descenso de los azlcares. Este resultado era esperado, dado que los carbohidratos
presentes en la vinaza corresponden al remanente del proceso de produccién de cerveza,
en el cual las levaduras han agotado los azUcares fermentables, quedando principalmente
dextrinas (Kunze, 1999; Briggs et al., 2004; Fillaudeau et al., 2006; Eblinger, 2012).
Dado que las levaduras del género Saccharomyces sélo pueden utilizar monosacaridos,

ciertos disacaridos y trisacaridos y solo algunas cepas pueden utilizar ciertos tetra-
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sacaridos. Las dextrinas, que en promedio comprenden mas de 4 mondmeros, no pueden
ser utilizadas directamente para ser fermentadas a etanol.
Se estudid entonces el efecto de realizar una hidrdlisis acida de estos

carbohidratos previo a la fermentacion alcohdlica.,.

Hidrdlisis acida de los carbohidratos presentes en la vinaza

Se estudié el efecto de las variables: tiempo de hidrdlisis, concentracion de acido
y concentracién de carbohidratos iniciales (concentracién de la vinaza) sobre el
porcentaje de hidrélisis, mediante un disefio factorial 2> completo. Esta variable de
respuesta se determindé como el valor de azlcares reductores obtenidos al final de la
hidrélisis dividido por el valor de azlcares totales presentes inicialmente en el medio a
hidrolizar. En la tabla 15 se presentan los resultados obtenidos para la variable de

respuesta analizada.

Tabla 15: Valores de las variables y de la respuesta del disefio factorial completo 23.

AzUcares iniciales  Concentracidon de acido  Tiempo de hidrdlisis % Hidrdlisis

(g/L) (g/L) (min) (%)
165 25 15 44
165 5 15 35
24 25 125 82
165 5 125 39
24 5 15 48
24 5 125 51
24 25 15 55
165 25 125 62
165 25 15 44
165 5 15 37
24 25 125 84
165 5 125 42
24 5 15 46
24 5 125 53
24 25 15 56
165 25 125 61
165 25 15 44
165 5 15 35
24 25 125 79
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165
24
24
24
165

5
5
5
25
25

125
15
125
15
125

40
51
52
53
63

En la Figura 13 se observa el analisis de los residuos. Se observa que se cumplen

las asunciones requeridas por el disefio experimental. La asuncién de varianza constante,

es aceptable como se puede observar en las figuras 13 A, B, C y D. Ademas, la figura 13

E muestra que la asuncidon de que los residuos provienen de una distribucion normal es

valido.
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Figura 13: Analisis de os residuos del disefio factorial 23
Tabla 16: Analisis de Varianza para % Hidrolisis
Factores Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razdn-F Valor-P
A:AZT inicial 1120,67 1 1120,67 223,39 0,0000
B:Acido 1633,5 1 1633,5 325,61 0,0000
C:Tiempo 1066,67 1 1066,67 212,62 0,0000
AB 13,5 1 13,5 2,69 0,1217
AC 24,0 1 24,0 4,78 0,0450
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BC 504,167 1 504,167 100,50 0,0000
blogues 3,58333 2 1,79167 0,36 0,7055
Error total 75,25 15 5,01667

Total (corr.) 4441,33 23

R? = 98,3 %; R?(ajustada por g.l.) = 97,7 %; Error estdndar = 2,23

En la Tabla 16 se presenta el analisis de la varianza (ANOVA). Se observa que
todos los factores mostraron efectos significativos sobre el porcentaje de hidrdlisis, con
un valor p, (p<0.01). El diagrama de Pareto de la figura 14 muestra que los factores
tiempo de hidrdlisis y concentracion de &cido ejercen un efecto positivo sobre el
porcentaje de hidrdlisis, en cambio la concentraciéon de la vinaza, al menos en el rango

de valores estudiado, ejerce un efecto negativo sobre la respuesta.

Diagrama de Pareto Estandarizada para % Hidr6lisis
B:Acido ‘ ‘ ‘ .+
] =
A:AZT inicial
C:Tiempo ‘ ‘
BC | | |
AC
o|
0 4 8 12 16 20
Efecto estandarizado

Figura 14: Diagrama de Pareto para los efectos principales. Las barras que superan la linea vertical azul,
indican que los efectos son significativos.

Se observa que a mayor concentracion de acido y menor concentracion de
azUcares iniciales, mayor es el porcentaje de hidrdlisis. En funcion de estos resultados, y
con el objetivo de minimizar el consumo de &cido en relacién a los carbohidratos
hidrolizados, se estudié mediante disefios factoriales 22, a baja y alta concentracién de
azlcares iniciales, el efecto de la relacion acido-azlcar sobre el porcentaje de hidrdlisis.
En las tablas 17 y 18 se presentan las experiencias llevadas a cabo con los resultados

obtenidos en cada caso.
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Tabla 17: Valores de la variable y la respuesta para el disefo factorial a baja concentracion de azlcares
iniciales.
Concentracién de azlcares iniciales (56 g/L)

Relacién Acido-Azucar Tiempo e
) % Hidrdlisis
(8ac/8a2) (min)
0.1 65 46
0.39 235 91
0.39 65 67
0.1 235 54
0.1 65 45
0.39 235 83
0.39 65 68
0.1 235 51

Tabla 18: Valores de la variable y la respuesta para el disefo factorial a alta concentracién de azlcares
iniciales.

Concentracién de azlcares iniciales (163 g/L)

Relacién Acido-Azlcar Tiempo e
) % Hidrdlisis
(8ac/8a2) (min)
0.1 65 49
0.39 65 83
0.39 235 90
0.1 235 64
0.1 65 46
0.39 65 78
0.39 235 87
0.1 235 88

El andlisis de los residuos en ambos casos permitid6 considerar validas las
asunciones requeridas para el analisis de los datos. El ANOVA muestra que para el caso
de baja concentracién de azucares, ambos factores (tiempo de hidrdlisis y relacién acido
azucar) presentaron un efecto significativo al 95 % de confianza. El diagrama de Pareto
para este caso muestra que el efecto es positivo para los dos factores y su interaccion,

tabla 19 y figura 15 respectivamente.
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Tabla 19: Andlisis de Varianza para % Hidrolisis

Fuente Suma de Cuadrados G/ Cuadrado Medio Razdn-F Valor-P

A:Relacién 1596,13 1 1596,13 214,01 0,0007
B:Tiempo 351,125 1 351,125 47,08 0,0063
AB 78,125 1 78,125 10,47 0,0480
blogues 15,125 1 15,125 2,03 0,2496
Error total 22,375 3 7,45833
Total (corr.) 2062,88 7

R? = 98,91 %, R? (ajustada por g.l.) = 98,10 %, Error estédndar del est. = 2,73

Diagrama de Pareto Estandarizada para % hidrolisis

A:Relacion e -

B:Tiempo

AB

0 3 6 9 12 15
Efecto estandarizado

Figura 15: Diagrama de Pareto para los efectos principales. Las barras que superan la linea vertical azul,
indican que los efectos son significativos.

Para el caso de alta concentracidon de azlcares iniciales, el ANOVA muestra que
sOlo la relacién &acido-azUcar presenta un efecto significativo. El diagrama de Pareto
muestra ademas que si bien la interaccion no es significativa en este caso, ésta ejerce un

efecto negativo sobre el porcentaje de hidrdlisis, tabla 20 y figura 16.

Tabla 20: Analisis de Varianza para % Hidrolisis

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razdn-F Valor-P

A:Relacion 1035,13 1 1035,13 10,77 0,0464
B:Tiempo 666,125 1 666,125 6,93 0,0782
AB 210,125 1 210,125 2,19 0,2358
bloques 21,125 1 21,125 0,22 0,6712
Error total 288,375 3 96,125
Total (corr.) 2220,88 7

R? = 87,01%; R? (ajustada por g.l.) = 77,27 %; Error estandar del est. = 9,80
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Diagrama de Pareto Estandarizada para % hidrolisis

T+
A:Relacion I -
B:Tiempo
0 1 2 3 4

Efecto estandarizado

Figura 16: Diagrama de Pareto para los efectos principales. Las barras que superan la linea vertical azul,
indican que los efectos son significativos.

Teniendo en cuenta que para valores bajos de azlcares iniciales todos los efectos
fueron positivos, en tanto que para valores altos de azlcares iniciales, se observan
efectos negativos, podria existir un valor éptimo para las distintas variables estudiadas,
gue haga maximo el rendimiento de la hidrdlisis. Por otro lado, si bien no fue analizada
en los ensayos anteriores, la variable temperatura es una de las principales variables que
podria potencialmente influir sobre el rendimiento de hidrdlisis, como asi también sobre
los valores de las demas variables estudiadas. Por este motivo, se evalué mediante un
disefio central compuesto (2* + estrella) la influencia de las diferentes variables y se
analizé mediante la metodologia de superficie de respuesta, con el objetivo de establecer
un modelo cuadratico que permita predecir el porcentaje de hidrdlisis obtenido en funcion
de las variables estudiadas. En la tabla 21 se presentan los valores de las variables y de

la respuesta.

Tabla 21: Valores de la variable y la respuesta para el disefio central compuesto.

Tiempo  Temperatura Azlcar Acido s
(min) (¢0) (e/) ) ¢haroliss
250 100 180 50 88.8
125 90 90 30 66.9
375 90 90 70 82.1
250 100 120 50 85,52
250 80 120 50 68,5
250 100 120 50 89,73
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250 120 120 50 83,53
250 100 120 50 93
375 90 150 70 87,35
500 100 120 50 89,8
125 90 150 30 64,56
375 110 90 30 84,34
250 100 60 50 85,53
375 90 150 30 82,53
250 100 120 50 91,42
250 100 120 50 86,52
250 100 120 90 82,17
375 110 150 70 82,7
125 90 90 70 77,95
375 90 90 30 79,41
250 100 120 10 68,7
375 110 90 70 75,71
125 110 90 70 86
125 110 150 70 87,53
125 90 150 70 84,88
0 100 120 50 65
375 110 150 30 89,25
250 100 120 50 92,09
125 110 90 30 81,5
125 110 150 30 78,6
250 100 180 50 88,6
125 90 90 30 62,3
375 90 90 70 84,54
250 100 120 50 89,11
250 80 120 50 65,3
250 100 120 50 94,23
250 120 120 50 83,01
250 100 120 50 92,24
375 90 150 70 87,76
500 100 120 50 80,39
125 90 150 30 66,97
375 110 90 30 91,05
250 100 60 50 83,6
375 90 150 30 79,85
250 100 120 50 91,89
250 100 120 50 84,6
250 100 120 90 78,39
375 110 150 70 82,17
125 90 90 70 83,89

86



Capitulo 4 — Tratamiento de las vinazas.

375 90 90 30 84,34
250 100 120 10 69
375 110 90 70 81,32
125 110 90 70 86,09
125 110 150 70 89,79
125 90 150 70 78,82
0 100 120 50 68
375 110 150 30 91,38
250 100 120 50 86,17
125 110 90 30 79,87
125 110 150 30 82,89

Se realizé un analisis de los residuos para corroborar que la varianza sea
homogénea y que los residuos provengan de una distribucion normal, asunciones

necesarias para aplicar el analisis de los datos experimentales.
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Figura 17: Analisis de los residuos del disefio central compuesto

En la figura 17 A se muestran los residuos en funcion del orden de corrida, lo que
muestra que no existen tendencias a lo largo de la experiencia, como asi también la

uniformidad de la varianza. La figura 17 B, C, D y E muestra los residuos en funcion de
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los factores estudiados, lo que permite asumir que la varianza es constante. Finalmente
la figura 17 F muestra el grafico de probabilidad normal de los residuos, lo que confirma
la asuncion de que los mismos provienen de una distribucion normal.

Se realizd el ANOVA para los resultados experimentales, obteniendo un valor de
R? de 0.87, lo cual permite establecer que solo el 13 % de la variabilidad no puede ser

explicado por el modelo.

Tabla 22: Analisis de Varianza para % Hidrolisis

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razdén-F  Valor-P
A:Tiempo 544,592 1 544,592 46,26 0,0000
B:Temperatura 543,246 1 543,246 46,14 0,0000
C:Azlcar 41,3665 1 41,3665 3,51 0,0903
D:acido 293,14 1 293,14 24,90 0,0005
AA 464,004 1 464,004 39,41 0,0001
AB 180,5 1 180,5 15,33 0,0029
AC 3,51125 1 3,51125 0,30 0,5970
AD 376,889 1 376,889 32,01 0,0002
BB 522,581 1 522,581 44,39 0,0001
BC 1,61101 1 1,61101 0,14 0,7192
BD 242,22 1 242,22 20,57 0,0011
CC 3,46869 1 3,46869 0,29 0,5992
CD 9,0738 1 9,0738 0,77 0,4006
DD 567,53 1 567,53 48,21 0,0000
bloques 0,754882 1 0,754882 0,06 0,8052
Falta de ajuste 376,748 34 11,0808 0,94 0,5837
Error total 494,48 44 11,2382
Total (corr.) 3975,49 59

R? = 87,56 %; R? (ajustada por g.l.) = 83,69 %; Error estandar del est. = 3,35

El ANOVA mostré ademas que ciertas interacciones dobles entre los factores
analizados (Temperatura - azUcares iniciales; tiempo - azUcares iniciales; y azUcares
iniciales - acido), como asi también el término cuadratico correspondiente al azlcar no
influyeron significativamente sobre el porcentaje de hidrdlisis. Se realizé una prueba de

falta de ajuste del modelo, eliminando secuencialmente los términos no significativos y
89



Capitulo 4 — Tratamiento de las vinazas.

observando el valor de R? ajustada por los grados de libertad, como asi también el
indicador de falta de ajuste proporcionado por el software, para establecer si el modelo
mejora o no el ajuste de los datos experimentales. La eliminacién de los 4 términos no
significativos mencionados anteriormente, permiti6 mejorar el ajuste del modelo. El

ANOVA para el nuevo modelo con los términos no significativos eliminados se presenta

en la tabla 23.
Tabla 23: Analisis de Varianza para % Hidrdlisis

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
A:Tiempo 544,592 1 544,592 46,26  0,0000
B:Temperatura 543,246 1 543,246 46,14  0,0000
C:Azlcar 41,3665 1 41,3665 3,51 0,0903
D:acido 293,14 1 293,14 24,90 0,0005
AA 462,042 1 462,042 39,25 0,0001
AB 180,5 1 180,5 15,33  0,0029
AD 376,889 1 376,889 32,01 0,0002
BB 521,123 1 521,123 44,26  0,0001
BD 242,22 1 242,22 20,57 0,0011
DD 566,485 1 566,485 48,12  0,0000
bloques 0,754882 1 0,754882 0,06 0,8052
Falta de ajuste 394,413 38 10,3793 0,88 0,6365

Error puro 117,732 10 11,7732

Total (corr.) 3975,49 59

R? = 87,11%; R? (ajustada por g.l.) = 84,48%; Error estandar del est. = 3,43

Todos los factores e interacciones fueron significativos con un 95 % (p<0.05) de
confianza, excepto la variables azlcares iniciales, la cual fue significativa con un 90% de
confianza (p<0.1). En la figura 18 se muestra la superficie de respuesta obtenida, para

134 g/L de azucares iniciales y 49.5 g/L de acido sulfurico.
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Superficie de Respuesta Estimada
Az(car=134,0,acido=49,5

hidrolisis

106110

Temperatura

Figura 18: Superficie de respuesta para el % de hidrdlisis en funcién de las variables analizadas.

Se adoptaron los valores de las variables: Tiempo (300 minutos), Temperatura
(103 ©°C), Azucares iniciales (134 g/L) y acido sulfurico (49,5 g/L), para los ensayos de
hidrélisis posteriores, valores que permiten maximizar el porcentaje de hidrélisis

obtenido.

Efecto de las bases utilizadas en la neutralizacion sobre la fermentacion

posterior

Utilizando estas condiciones de hidrolisis, se estudid el efecto de utilizar diferentes
hidréxidos sobre la performance de la fermentacion posterior. A 4 alicuotas de la vinaza
hidrolizada, se le ajustd el pH a 5 con NaOH, KOH, Ca(OH), y NH,OH respectivamente. El
precipitado formado durante la neutralizacion se removiéo por centrifugacion y el
sobrenadante se utilizdé para ensayos de fermentacién alcohdlica.

En la figura 19 A y B se muestra la evolucion de la biomasa, los azlcares
reductores y el etanol en funcion del tiempo para los distintos hidroxidos utilizados. Se
determind el consumo de azlcares en cada uno, el rendimiento en etanol obtenido en
cada caso, la producciéon neta de biomasa, la velocidad de maxima de consumo de
azUcares y la velocidad maxima de produccién de etanol. Los resultados se presentan en

la tabla 24.
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—m— Na+; —®— K+; —A— Ca2+; —v— NH4+ 1204 —=— Na+; —o— K+; —4— Ca2+; —v— NH4+

Biomasa (g/L)
(%)
1
Azucares reductores (g/L)
Etanol (g/L)
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Figura 19: Promedio de las experiencias de fermentacidn alcohdlica de las vinazas neutralizadas con diferentes
hidroxidos.

Tabla 24: Parametros para el analisis de la performance de la fermentacion

Parametros NaOH KOH Ca(OH), NH4OH
Consumo de azlcares (%) 85.0 84.5 89.3 81.7
Yet/az (Get/gaz consumido) 0.44 0.50 0.31 0.44
Produccion de Biomasa (gpiomasa) 5.09 6.24 8.34 6.04
Tiempo de fermentacién (o) (h) 9.67 8.77 5.94 9.02
let max (Get/L D) 3.85 5.87 7.06 4.11
lazmax (Qaz/L h) 12.40 14.72 23.26 11.95

El consumo de azlcares fue superior al 80 % para todos los medios. En el medio
neutralizado con Ca(OH), se observd una mejora de la fermentacién. El consumo de
azucares fue el mayor, cercano al 90%; ademas, éste se alcanz6 en sélo 5.94 horas,
siendo el menor tiempo de fermentacidn respecto de los demas medios. Se obtuvo
ademas la mayor velocidad de produccién de etanol, de consumo de azulcares y la mayor
produccion de biomasa respecto de los demas medios. Este efecto positivo fue
previamente descripto en la literatura y podria deberse a que ciertos compuestos toxicos
guedarian retenidos en el precipitado de CaS0O, formado, como asi también a que ciertos

inhibidores son desestabilizados durante la neutralizacién (Van Zyl et al., 1988;
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Palmqvist y Hahn-H&agerdal, 2000; Canilha et al., 2010). Sin embargo, se observd un
efecto negativo sobre el rendimiento en etanol, el que podria deberse a que elevadas
concentraciones de Ca inhiben el ingreso de Mg a la célula, un co-factor principal de las
enzimas involucradas en la glicolisis (Walker, 2004; Soyuduru et al., 2009). Los demas
medios, neutralizados con NaOH, KOH y NH,OH mostraron comportamientos similares en
cuento a la produccion de biomasa. El medio neutralizado con KOH, fue el que presentd
el mayor rendimiento en etanol, muy proximo al rendimiento tedrico (0.51), como asi
también la mayor velocidad de produccién de etanol y de consumo de azuUcares, lo que
repercutié en un tiempo de fermentacidon levemente inferior comparado con los medios
neutralizados con NaOH y NH,OH. Los menores rendimientos en etanol observados en los
medios neutralizados con NaOH y NH4OH podrian atribuirse en el caso del NaOH a un
efecto de estrés por la elevada concentracion de Na en el medio (Walker, 2004;
Dickinson y Schweizer, 2004; Ruiz y Arifio, 2007), y en el caso del NH4,OH, al mayor
rendimiento en glicerol obtenido cuando el NH,* estd presente como fuente de nitrogeno.
(Albers et al., 1996; Yue et al., 2012).

El medio neutralizado con KOH mostré la mayor produccidon de etanol (consumo
de azlcares multiplicado por rendimiento). Si bien cuando se utilizdé Ca(OH), como
agente neutralizante el rendimiento en etanol fue bajo en comparacién con los demas
hidréxidos, se observé una mejora en la performance de la fermentacién, con una
elevada velocidad de consumo de azlcares y produccion de etanol, obteniendo un tiempo
de fermentacion tres horas menor que con el resto de los hidroxidos. Estas ventajas
aparentes motivaron el estudio de suplementar la vinaza con distintas fuentes de micro y
macronutrientes, especialmente fuentes de potasio, nitrégeno y magnesio, con el
objetivo de mejorar los rendimientos en etanol sobre la vinaza neutralizada con Ca(OH),.

Se evalué el efecto de suplementar el medio neutralizado con las siguientes sales:
(NH4),HPO4; (NH4),S04; KH,PO4; KCI; FeS04.7H,0; MnS0,4.7H,0; CuS04.5H,0;
ZnS0,4.7H,0 y MgS04.7H,0. Se realizaron dos disefios experimentales, uno de Plackett-
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burman, donde cada sal se analizé como un factor independiente; y un disefio factorial
completo 23, donde las sales se agruparon en 3 grupos en funcidén de los requerimientos
de cada sal, y cada uno de ellos se evalué como un factor en el disefno. La variable de
respuesta adoptada en ambos disefios fue el rendimiento maximo en etanol obtenido en
cada experiencia. Los grupos del disefio factorial fueron:
Grupo 1: (NH4),HPQ4; (NH4)>S04; KH,PO4 y KCI.
Grupo 2: MgS0,4.7H,0.
Grupo 3: FeS0,4.7H,0; MnS0,4.7H,0; CuS04.5H,0 y ZnS0,4.7H,0.

Se evalud la presencia o ausencia de las sales o grupo de sales segun el disefio
utilizado. En la tabla 25 se presentan las concentraciones finales de cada sal en el medio

de cultivo:

Tabla 25: Concentracion final de cada sal en el medio de fermentacién a ensayar.

Compuesto  Concentracién (g/L)

KCl 2.000
(NH,),S0, 2.000
KH,PO, 1.000
(NH,),HPO, 1.000
MgS0,.7H,0 0.500
FeS0,.7H,0 0.010
MnS0,.7H,0 0.010
CuS0,.5H,0 0.005
ZnS0,.7H,0 0.010

En la tabla 26 se presentan los valores de las variables en cada experiencia
correspondiente al disefio Placket —-burman, como asi también el resultado para la

variable de respuesta adoptada, en este caso el rendimiento en etanol.

Tabla 26: Sales presentes en cada reactor en las fermentaciones correspondientes al disefio Placket—-Burman.
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. . Rendimiento
Experiencias Sales presentes
etanol (Yet/az)

KCl
(NH4)2HPO,
1 FeS04.7H,0 0.304
MnS0,4.7H,0
CuS04.5H,0

(NH4),S0,4
KH,PO,
2 (NH4),HPO, 0.254
MnS0,.7H,0
CuS0,.5H,0

(NH4)2S04
KCl
3 0.259
MgS04.7H,0

CuS0,4.5H,0

KCl
(NH,4)2.HPO,4
4 0.302
KH,PO,4

ZnS04.7H,0

(NH4),S0,4
(NH4)2HPO4
5 KH,POy4 0.313
MgS0,.7H,0
FeS0,4.7H,0

(NH,4)2S04
KCl
(NH4)2HPO4
6 0.261
MgS0,.7H,0
ZnSO4.7H20

MnSQ,4.7H,0

(NH4)2S04
KCI
7 0.303
KH,PO,4

ZnS04.7H,0
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FeS0,4.7H,0
CUSO4.5H20

KCl
KH,PO4
MgS0,4.7H,0
FeS0,4.7H,0
MnS0,4.7H,0

0.281

KH,PO4
MgS04.7H,0
ZnS04.7H,0
MnS0,4.7H,0
CuS0,4.5H,0

0.333

10

(NH4),HPO,4
MgS04.7H,0
ZnS04.7H,0
FeS04.7H,0
CuS0,4.5H,0

0.299

11

(NH4)2S04
ZnS0,4.7H,0
FeS0,4.7H,0
MnSQ4.7H,0

0.298

12

Ninguna

0.238

13

(NH4)2S04
KH,PO,
MgS0,.7H,0
ZnS0,.7H,0

0.315

14

KCI
MgS0,.7H,0
ZnS0,.7H,0
FeS04.7H,0

0.319

15

KH,PO,4
(NH4),HPO,4
ZnS04.7H,0
FeS04.7H,0
MnS0,4.7H,0

0.263
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16

(NH4)2S04
MgS0,4.7H,0
FeS0,4.7H,0
MnS0,4.7H,0
CuS0,4.5H,0

0.249

17

KCl
ZnS0,4.7H,0
MnS0,4.7H,0
CuS0,4.5H,0

0.261

18

KH,PO4
FeS04.7H,0
CuS0,4.5H,0

0.298

19

(NH,4)2HPO,
MgS04.7H,0
MnS04.7H,0

0.302

20

(NH,4)2S04
(NH4),HPO,
ZnS0,4.7H,0
CuS04.5H,0

0.284

21

(NH4)2504
KCl
(NH4)2HPO,4
FeS0O,4.7H,0

0.257

22

(NH4)2S04
KCI
NaH,PO,
MnSQO4.7H,0

0.274

23

KCI
KH,PO,
(NH4)2HPO4
MgS0,.7H,0
CuS04.5H,0

0.184

24

(NH4)2S04
KCI
KH,POy4
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(NH4)2HPO4
MgS0,4.7H,0
ZnS04.7H,0
FeS0,4.7H,0
MnS0,4.7H,0
CuS0,4.5H,0

Se realizé un anélisis de los residuos de los valores experimentales obtenidos del
disefio experimental, con el objeto de verificar el cumplimiento de las asunciones
necesarias para el analisis del modelo. En la figura 20 A y B se presenta el gréafico de
probabilidad normal de los residuos y el grafico de los residuos en funciéon del orden de

corrida, respectivamente.

A Grafico de Probabilidad Normal para Residuos

00,9 ‘ ‘ ‘ ‘ —
(0]
T
€
[
<
o
o
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residuos
B Grafica de Residuos para Yet

0,08 |

004 |- ]

o r 4

_g = 4
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Figura 20: Analisis de los residuos del disefio Placket-Burmann

Se observa que ambas asunciones necesarias (varianza constante y que los
residuos provengan de una distribucion normal) se cumplen. Si bien el diagrama de
Pareto indica que el ZnS0,4.7H,0 y el FeS0,.7H,0 ejercen un efecto positivo sobre el

rendimiento en etanol (figura 21), el ANOVA presentado en la tabla 27 muestra que
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ninguno de estos efectos es significativo en relacidon a la variable de respuesta analizada;
ademas el coeficiente de determinacién R? indica que el modelo no es adecuado para

predecir los resultados experimentales.

Tabla 27: Andlisis de la varianza para el rendimiento en etanol del disefio Placket-Burman.

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
A:NH4
>HPO4 0,00132697 1 0,00132697 0,65 0,4330
B:NH4 2504 0,000381629 1 0,000381629 0,19 0,6717
C:KCl 0,00495588 1 0,00495588 2,43 0,1410
D:KH2PO4 0,0000021593 1 0,0000021593 0,00 0,9745
E:MgS04 0,000102177 1 0,000102177 0,05 0,8260
F:ZnS04 0,00406301 1 0,00406301 2,00 0,1796
G:FeS0O4 0,000318563 1 0,000318563 0,16 0,6984
H:MnS0O4 0,00144126 1 0,00144126 0,71 0,4143
I:CusO4 0,000446286 1 0,000446286 0,22 0,6469
Error total 0,0285046 14 0,00203604
Total (corr.) 0,0415425 23

R? = 31,38%; R? (ajustada por g.l.) = 0,0%; Error estandar del est. = 0,045

Diagrama de Pareto Estandarizada para Yet

ckcl | I _—_
F:ZnSO4 | | \ =—n
HMnsO4 | I
ANH4 2HPO4 |
l:cuso4 | [
B:NH4 2504 | [N
G:FeSO4 | [ ]
E:MgSO4 |
D:KH2PO4 I
0 0,4 0,8 1,2 1,6 2 2,4

Efecto estandarizado

Figura 21: Diagrama de pareto para los efectos principales del disefio Placket-Burmann.

El segundo estudio que se llevo a cabo fue el disefio factorial por grupos. En la
tabla 28 se muestran de manera codificada (1 significa presencia del grupo y 0 ausencia

del mismo) los distintos ensayos realizados, como asi también el valor obtenido para la
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variable de respuesta. Cuando un grupo estuvo presente (1), cada una de las sales del

grupo, se agregaron en la concentracién indicada en la tabla 25.

Tabla 28: Sales presentes en cada reactor en las fermentaciones correspondientes al disefio Factorial 23.

Rendimiento
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

etanol
0 0 0 0,367
1 0 0 0,336
0 1 0 0,355
1 1 0 0,395
0 0 1 0,314
1 0 1 0,294
0 1 1 0,370
1 1 1 0,340
0 0 0 0,392
1 0 0 0,390
0 1 0 0,371
1 1 0 0,370
0 0 1 0,361
1 0 1 0,362
0 1 1 0,414
1 1 1 0,370

En la figura 22 A, B y C, se muestra la evolucién en el tiempo para la biomasa, los
azUcares reductores y el etanol respectivamente, para cada uno de los reactores
correspondientes al disefio factorial 23. Se graficé el promedio de los duplicados y sus

desviaciones estandar correspondientes.
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Figura 22: Promedio de las experiencias de fermentacién alcohdlica de las vinazas durante el disefio factorial 23.

El ANOVA de los datos experimentales presentado en la tabla 29 muestra que
ninguno de los factores analizados ejerce un efecto significativo sobre la variable de

respuesta, lo cual es consistente con el resultado del disefio Placket-Burmann.

Tabla 29: Analisis de la varianza para el rendimiento en etanol correspondiente al disefio factorial 23,

Fuente Suma de Cuadrados G/ Cuadrado Medio Razdn-F  Valor-P
A:Amonio 0,000493951 1 0,000493951 1,02 0,3431
B:Mg 0,0017661 1 0,0017661 3,63 0,0932
C:Traza 0,00146115 1 0,00146115 3,00 0,1213
AB 0,0000195806 1 0,0000195806 0,04 0,8460
AC 0,000596581 1 0,000596581 1,23 0,3003
BC 0,0015386 1 0,0015386 3,16 0,1132
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bloques 0,00416993 1 0,00416993 8,57 0,0191
Error total 0,00389184 8 0,00048648
Total (corr.) 0,0139377 15

R? = 72,07%; R? (ajustada por g.l.) = 53,46%; Error estandar del est. = 0,022

De los resultados anteriores podemos concluir que ninguna de las sales estudiadas
ejerce un efecto positivo sobre el rendimiento en etanol en las vinazas neutralizadas con
Ca(OH),, obteniendo durante los ensayos un rendimiento promedio de 0.362 + 0.030
Jetanol/ Gazicar consumido- ESte valor de rendimiento sigue siendo muy inferior al obtenido

cuando el KOH es utilizado como agente en la neutralizacion de la hidrdlisis acida.

Efecto de la concentracion de azucares iniciales sobre el rendimiento en

etanol

Para evaluar la conveniencia de aumentar la concentracidon de azlcares iniciales
de la vinaza por evaporacién parcial del agua contenida, se estudio el efecto de los
azlcares iniciales sobre el rendimiento en etanol en vinazas hidrolizadas con KOH. Se
evaluaron concentraciones de 27, 40, 58, 108 y 126.5 g/L en fermentaciones por
duplicado utilizando los reactores de 500 mL. Se realizé6 un analisis estadistico de las
respuestas, analizando la concentracion de azlcares como un factor categorico, lo que no
mostro diferencias significativas en los rendimientos para ninguna de las concentraciones
estudiadas, con un rendimiento promedio de 0.498 %+ 0.011 Qetanol/Gazicar consumido, MUY
proximo al valor obtenido inicialmente para éste hidréoxido (0.500). Estos resultados
ponen en evidencia que al menos hasta valores de 126.5 g/L de azlcares iniciales, no
hay una variacion en el rendimiento de etanol, por lo que cualquier incremento en el
costo del proceso (en este caso debido a la concentracién de la vinaza) deberia ser
compensado en un ahorro en los costos variables involucrados (acidos, bases y consumo

de vapor en la destilacién), como asi también con los costos de inversidn relacionados al
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volumen del fermentador. Este analisis se presenta en la seccidon analisis econémico del

presente capitulo.

Optimizacion de las variables de hidrdlisis

Teniendo en cuenta que el cambio en la concentracion de la vinaza a través de la
evaporacién parcial de su contenido de agua, genera un aumento en el costo del proceso,
y que el consumo de acido y bases influyen en gran medida en los costos del proceso
(ver seccion analisis econdmico), se realizé un disefio experimental Box-Behnken, de
modo de obtener un modelo que permita predecir el rendimiento de la hidrdlisis en
funcién de las variables concentracion de acido, tiempo de hidrélisis y temperatura de
hidrélisis, adoptando como concentracién de azlcares iniciales el valor de salida de la
destilacion de la fraccion liquida de los subproductos estudiados (ver capitulo 3),
correspondiente a 47,3 g/L, y se evalud un rango para la concentracidon de acido inferior
a los evaluados en los anteriores disefios. En la tabla 30 se presenta el disefio realizado
con los valores de las variables y el valor para la respuesta obtenida. Se utiliz6 KOH

como agente de neutralizacién de la hidrdlisis.

Tabla 30: Valores de las variables y del porcentaje de hidrolisis, para el disefio experimental Box Behnken.

Tiempo Concentracion de acido Temperatura Hidroélisis

(min) (g/L) (°C) (%)
300 6 120 97,6
5 6 120 55,9
300 0 110 42,3
300 6 100 55,6
5 0 110 42,5
152,5 12 120 100
152,5 6 110 95,1
152,5 0 100 40,8

300 12 110 96
5 12 110 50,9
152,5 12 100 67,3
5 6 100 44,8
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152,5 6 110 90,3
152,5 6 110 93,4
152,5 0 120 45,7

Se realizd un analisis de los residuos, que permitid verificar que las asunciones de
varianza constante y proveniencia de una distribucion normal se satisfacen

correctamente (Figura 23 Ay B)

A Gréfica de Residuos para % hidrolisis

57

3,7
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-0,3
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numero de corrida

o
w

B Gréfico de Probabilidad Normal para Residuos

99,9 " ; : . -

porcentaje

-4,3 2,3 0,3 1,7 3,7 57
residuos

Figura 23: Analisis de los residuos para el disefio experimenta Box-Behnken

El andlisis de la varianza presentado en la tabla 31 muestra que todos los
factores, tiempo y temperatura de hidrdlisis y concentracion de acido, al igual que en los
disefios anteriores, fueron significativos sobre la respuesta. Las interacciones de los
factores también tuvieron un efecto significativo sobre la respuesta. El diagrama de
Pareto permite observar cuales de estos factores e interacciones tienen un efecto positivo

0 negativo sobre la respuesta (Figura 24).
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Tabla 31: Andlisis de la varianza para el porcentaje de hidrolisis correspondiente al disefio Box-Behnken.

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F Valor-P

A:Tiempo 1185,84 1 1185,84 200,20 0,0050

B:Acido 2552,55 1 2552,55 430,93 0,0023

C:Temperatura 1028,31 1 1028,31 173,60 0,0057

AA 1129,69 1 1129,69 190,72 0,0052

AB 513,023 1 513,023 86,61 0,0113

AC 238,702 1 238,702 40,30 10,0239

BB 1132,92 1 1132,92 191,26 0,0052

BC 193,21 1 193,21 32,62 0,0293

CC 528,743 1 528,743 89,26 0,0110

Falta de ajuste 80,9625 3 26,9875 4,56 0,1852
Error puro 11,8467 2 5,92333

Total (corr.) 8239,98 14

R? = 98,87%; R? (ajustada por g.l.) = 96,84%; Error estandar del est. = 2,43

Diagrama de Pareto Estandarizada para % hidrolisis
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Figura 24: Diagrama de Pareto para los efectos principales. Las barras que superan la linea vertical azul,
indican que los efectos son significativos.

El valor de R? obtenido para el modelo, como asi también el valor del coeficiente
para la prueba de falta de ajuste, permiten corroborar que el modelo describe de manera
acorde los resultados experimentales. El modelo cuadratico obtenido, que permite

establecer el % de hidrdlisis en funcion de las variables estudiadas fue:
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% Hidr6lisis =—1370.4 —0.325124 x Tiempo — 5.87718 x Acido + 25.9667 x
Temperatura —0.000803984 x Tiempo® +0.0127966 x Tiempo x Acido
+0.00523729 x Tiempo x Temperatura — 0.486574 x Acido® +0.115833

xAcido x Temperatura —0.119667 x Temperatura®

(4)

con el tiempo expresado en minutos, la temperatura de hidrdlisis en °C y la
concentracion de acido en g/L.
En la figura 25 se muestra un grafico de contornos de la superficie de respuesta

correspondiente al modelo, para una temperatura de hidrolisis de 110 °C.

Contornos de la Superficie de Respuesta Estimada
Temperatura=110,0

[}

o~

hidrolisis
40,0
—— 50,0
—— 60,0
— 70,0
—— 80,0
— 90,0
— 100,0

10

Acido
()]
AN LN R RN LN AR

Figura 25: Graficos de contornos para la superficie de respuesta correspondiente al modelo de hidrolisis

Los resultados obtenidos muestran que hay diferentes combinaciones de las
variables que permiten obtener un 100 % de hidrélisis de los carbohidratos. Para
determinar los valores mas convenientes, se establecié la relacién entre el calor
necesario para elevar la temperatura de la vinaza a la temperatura de hidrdlisis,
mediante la simulacion de un intercambiador de calor, comprobando que hay una
relacion lineal entre el consumo de calor y el aumento de la temperatura. Esta se

presenta en la figura 26.
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Figura 26: Relacion entre el costo de calentamiento del medio en funcién de la temperatura de hidroélisis

Teniendo en cuenta esta relacion y los costos establecidos en la tabla 7 para el
acido y la base, se utilizé el modelo cuadratico obtenido del software estadistico que
establece el porcentaje de hidrdlisis en funciéon de las variables (tiempo, temperatura y
concentracion de acido) y se determind el valor de cada variable que maximizan el
beneficio obtenido por la hidrélisis y fermentacion de los carbohidratos hidrolizados. Para

esto se utilizé como funcién objetivo:

Beneficio = Caudalx Y, x[ Az|x %H x a x Precio,, —[ Ac]x Caudalx #x Costo,

[Base] (5)
—[ Ac]x Caudal x ——= x & x Costoy, . — (Temperatura x 0.0003+0.2103)

[ AC] Base

Donde el beneficio esta expresado en $/h; Caudal es 860 L/h (asumiendo densidad igual
a 1); Yes es el rendimiento de etanol obtenido para la hidrdlisis con KOH; [Az] es la
concentracion de azlcares totales de la vinaza (47,3 g/L); %H es el porcentaje de
hidrolisis obtenido seglin la combinacidn de variables; o, B y d son factores de conversién

de unidades; Preciog, es el precio obtenido por la venta de todo el etanol producido,
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presentado en la tabla 7; [Ac] es la concentracion de acido; Costoa. Y CostOgase SON loS
costos del acido y la base reportados en la tabla 7; [Base] es la concentracion de base
estequiométrica necesaria para neutralizar el acido.

Se utilizé la funcién “solver” de Excel para obtener la solucién éptima, colocando
las restricciones adecuadas a las variables estudiadas.

Los valores que permitieron maximizar el beneficio fueron: un tiempo de hidrolisis
de 215 minutos, una temperatura de hidrolisis de 116.4 °C, con una concentracién de
acido de 6.12 g/L. Estas condiciones se utilizaron para simular el proceso completo de
recuperacion de etanol y producciéon de bioetanol adicional utilizando los carbohidratos de

las vinazas.

Modelado cinético de la fermentacion alcohdlica.

Para establecer las cinéticas de crecimiento de biomasa, produccién de etanol y
consumo de azuUcares reductores, se realizaron las siguientes asunciones:

a) la mezcla en el reactor es suficiente para garantizar que la composicién fue la misma
en cualquier punto del mismo.

b) la viabilidad celular es superior al 99 %, no considerdndose términos de muerte
celular en el modelo. Cabe destacar que ésta asuncién fue verificada durante los
ensayos, mediante la técnica del azul de metileno.

c) la agitacion es adecuada, garantizando que la transferencia de masa no es limitante
del proceso de fermentacién alcohdlica.

Durante la fermentacidon alcohdlica mediada por levaduras a partir de sustratos
azucarados, la célula obtiene energia para su crecimiento y mantenimiento a través de la
glucdlisis, principal via de consumo de los carbohidratos en anaerobiosis. Al igual que
otros autores, se puede asumir que la relacion entre la cantidad de azlcares consumidos
y el crecimiento de nuevas células guarda una relacién que puede ser expresada en los

balances a través de un coeficiente de rendimiento. Esta relacion constante se verifico a
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partir de los datos experimentales. En el caso de la produccidon de etanol, dado que éste
se produce para proporcionar energia a la célula, no sélo esta relacionado al crecimiento
celular, sino a la masa de células presentes en el medio. Teniendo en cuenta estas
consideraciones, los balances que describen el crecimiento de la biomasa, el consumo de

azucares reductores y la produccién de etanol pueden expresarse mediante:

dx

< = H(se)x ©)
ds  p(s.e)

a—‘—/x (7)
d

d_f: C/X,LJ(S,G)X-F}/X (8)

Donde p es la velocidad especifica de crecimiento de la biomasa, x, s y e son las
concentraciones de biomasa, azucares y etanol, respectivamente, todas expresadas en
g/L. Yy es el coeficiente de rendimiento de biomasa, (Gbiomasa / Gazicares); Ye/x €S €l
coeficiente de rendimiento de etanol (getanol / 9biomasa) Y Y €S una constante cinética de
produccion de etanol no asociada directamente al crecimiento de la biomasa. Tomando
en consideracién un posible efecto inhibitorio por producto, observado en las
fermentaciones alcohdlicas llevadas a cabo por levaduras, se ensayaron dos modelos

para cuantificar el crecimiento de la biomasa (Isla et al., 2013; Seluy e Isla, 2014):

S
ﬂ(S)—ﬂmaxH—KS ©)
(s.e)= : 10
HAS _'umaxs+KS+Keez 10

Para determinar los valores de los parametros cinéticos que mejor permiten
predecir los valores experimentales, se minimizé la desviacidon cuadratica media relativa,
entre los valores experimentales y los valores predichos por el modelo (Weisberg, 2005).
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Para el caso de la fermentacion alcohdlica realizada sobre la vinaza hidrolizada y
neutralizada con hidréxido de potasio en las condiciones optimas desde el punto de vista
economico, el modelo descripto por las ecuaciones 6, 7, 8 y 10, fue el que mejor se
ajusto a los valores experimentales. En la figura 27 se muestran los valores

experimentales y los valores predichos por el modelo.
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Figura 27: Valores experimentales frente a los valores del modelo para la vinaza neutralizada con KOH y
fermentada utilizando 2g/I como inoculo inicial de biomasa.

En la tabla 32 se presenta los valores de los parametros cinéticos, que permiten el
mejor ajuste de los valores experimentales.

Tabla 32: Parametros del modelo cinético

Parametros cinéticos Valores
Hmax (h™1) 0.328
Ks (g/L) 0.012
Yx/s (9b/9az) 0.160
Yesx (9e/9b) 2.910
Ke (ge/(L g¢%) 0.067
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Estos valores son similares a los obtenidos por otros autores en fermentaciones
alcohdlicas de distintos sustratos azucarados (Phisalaphong et al., 2006; Govindaswamy

y Vane, 2007; Dodic et al., 2012; Isla et al., 2013).

Efecto del precipitado formado en la neutralizacion sobre la fermentacion
alcohdlica.

Se evalud6 el efecto de la presencia del precipitado formado durante la
neutralizacion de la vinaza hidrolizada sobre la performance de la fermentacidn alcohdlica
posterior, cuando se utilizaron las bases Ca(OH), y KOH. En la figura 28A, B y C se
presenta la evolucion en el tiempo para la biomasa, los azlcares reductores y el etanol,
del promedio de 3 fermentaciones llevadas a cabo sobre la vinaza hidrolizada y

neutralizada con Ca(OH), y KOH, “"Con” y “Sin” la presencia del precipitado formado.
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254 |—=— Calcio Sin
—e— Calcio Con i
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Figura 28: Promedio de las experiencias de fermentacion alcohdlica de las vinazas con y sin el precipitado
formado durante la neutralizaciéon con Ca(OH), y KOH.

En la tabla 34 se presenta una comparaciéon de la performance de las distintas
fermentaciones, basadas en el rendimiento en etanol, el tiempo de aclimatacién (A), y la

velocidad maxima de produccién de etanol.

Tabla 33: Valores de los parametros de fermentacion para el efecto del precipitado sobre la produccién de
etanol en vinazas hidrolizadas.

, Ca(OH), KOH
Parametros
Sin Con Sin Con
Yet/az (get/gaz consumido) 0.32 0.43 0.50 0.50
A (h) 1.55 1.28 1.86 1.62
Fet max (get/L ) 5.03 5.45 3.24 5.47

Cuando se utilizd Ca(OH), como agente neutralizante, el precipitado formado
impactéd positivamente en la fermentacién alcohdlica, aumentando la velocidad de
produccidon de etanol, reduciendo el tiempo de aclimatacion, pero fundamentalmente
aumentando el rendimiento de etanol en un 30 %.

Cuando se utilizé KOH la presencia del so6lido formado mejoro la velocidad maxima
de produccion de etanol, reduciendo ademas el tiempo de aclimatacion.

Estos resultados demuestran que no seria necesario separar los sélidos, previo a

la fermentacidon alcohdlica; mas aun, su presencia en el medio de fermentacidon tendria
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un impacto positivo sobre la misma. Este resultado concuerdan con lo propuesto por
(Thomas et al., 1994), que la presencia de sélidos en el medio de fermentacion
favoreceria la coalescencia de las burbujas de CO,, reduciendo su concentracion en el

medio, disminuyendo el efecto inhibitorio de éste sobre la fermentacion.

Simulacion de la hidrdélisis y de la recuperacion de etanol de las vinazas

fermentadas

En la figura 29 se presenta el esquema 4, propuesto para el tratamiento de la
vinaza mediante la hidrdlisis de los carbohidratos, la fermentacion alcohdlica de los
mismos para obtener la vinaza fermentada y finalmente la remocién del etanol
producido.

Este comprende una bomba que impulsa la vinaza hacia el proceso de hidrdlisis,
previo al cual la misma intercambia calor con la salida del proceso y es calentada hasta la
temperatura de hidrdlisis. Una vez que la vinaza fue hidrolizada y neutralizada, es
almacenada para la posterior fermentacion. Otra bomba alimenta el tanque de
fermentacion, donde los carbohidratos son convertidos a etanol, y nuevamente la vinaza
fermentada, una vez separadas las levaduras, es almacenada. Desde este tanque la
vinaza fermentada es enviada hasta una columna despojadora de etanol con re-hervidor
y condensador, encargada de recuperar el etanol producido, con el objetivo de obtener
por el tope un producto con una concentracion de etanol de 30-40 %m/m. Previo al
ingreso a la columna, el efluente intercambia calor con la descarga. La alimentacion se

realiza en el primer plato.
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Figura 29: Esquema 4 para el tratamiento de la vinaza mediante hidrdlisis, fermentacion y recuperacion del
etanol producido.

En la tabla 34 se muestra la composicion de las principales corrientes obtenidas

de la salida de simulacion.

Tabla 34: Flujos masicos obtenidos de la salida de simulacion del esquema 4.

Flujo masico de las corrientes (Kg/h)

Compuestos 1 5 3 4
Agua 808,67 824,88 66,25 758,63
Etanol 0,07 17,54 17,25 0,29
Glicerol 10,61 17,58 0,00 17,58
Dextrinas 40,64 0,00 0,00 0,00
Temperatura (°C) 37,00 30,50 86,82 35,00
Caudal (kg/h) 860,00 860,00 83,50 776,50

El esquema simulado permite obtener un producto con una concentracién de
etanol de 20.5 %m/m. El consumo de calor en el re-hervidor de la columna en estas

condiciones fue 48068 kcal/h. Para elevar la temperatura de la vinaza hasta el valor de la
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temperatura de hidrdlisis se consumieron 10277 Kcal/h, totalizando un consumo de calor
por el esquema de 58345 Kcal/h. Con la configuracién simulada se logra obtener una
recuperacion superior al 99,5% del etanol que ingresa al sistema, con un consumo

especifico de 3382 Kcal/kg etanol.

El segundo esquema analizado presentado en la figura 30, a diferencia del primer
esquema, posee una primer columna despojadora que envia la corriente de tope en
forma de vapor a una segunda columna, rectificadora, la cual es encargada de elevar la

concentracion de etanol por ecima del 92 %m/m.

Hidrélisis v
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Figura 30: Esquema 5 para el tratamiento de la vinaza mediante hidrélisis, fermentacion y recuperacién del
etanol producido.

En la tabla 35 se muestra la composicion de las principales corrientes obtenidas

de la salida de simulacion.
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Tabla 35: Flujos masicos obtenidos de la salida de simulacion del esquema 5

Flujo masico de las corrientes (Kg/h)

Compuestos 1 2 3 4 5 6
Agua 808,67 824,88 6563 1,54 64,09 759,25
Etanol 0,07 17,54 17,37 17,37 0,00 0,16
Glicerol 10,61 17,58 0,00 0,00 0,00 17,58
Dextrinas 40,64 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Temperatura (°C) 37,00 30,50 97,70 78,25 100,00 35,00
Caudal (kg/h) 860,00 860,00 83,00 18,91 64,09 777,00

El esquema simulado permite obtener un producto con una concentracién de
etanol de 91,90 %m/m. El consumo de calor de los re-hervidores de las columnas
despojadora vy rectificadora, fue de 47616 y 4128 Kcal/h respectivamente. Para elevar la
temperatura de la vinaza hasta el valor de la temperatura de hidrdlisis se consumieron
10277 Kcal/h, totalizando un consumo de calor por el esquema de 62081 Kcal/h. Con la
configuraciéon simulada se logra obtener una recuperacién de etanol superior al 99,5%

del que ingresa al sistema, con un consumo especifico de 3574 Kcal/kg etanol.

El tercer esquema estudiado presentado en la figura 31, ademas de las columnas
de destilacion contempladas en el esquema 5 comprende una tercera columna encargada
de elevar la concentracion de etanol a valores superiores al 95%vV/v, para obtener alcohol

potable o de uso alimentario.
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Figura 31: Esquema 6 para el tratamiento de la vinaza mediante hidrélisis, fermentacién y recuperacién del
etanol producido.

El esquema simulado permite obtener un producto con una concentracién de 94
%m/m, cumpliendo las especificaciones para el alcohol de uso alimentario.

El consumo de calor obtenido en los re-hervidores de las columnas despojadora y
rectificadoras, fue de 47676, 4128 y 14002 Kcal/h respectivamente. Para elevar la
temperatura de la vinaza hasta el valor de la temperatura de hidrdlisis se consumieron
10277 Kcal/h, totalizando un consumo de calor por el esquema de 76083 Kcal/h. Con la
configuracion simulada se logra obtener una recuperacion superior al 99,5% del etanol
que ingresa al sistema, con un consumo especifico de 4380 Kcal/Kg etanol.

En la tabla 11 se muestra la composicion de las principales corrientes obtenidas

de la salida de simulacion.
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Tabla 36: Flujos masicos obtenidos de la salida de simulacién del esquema 6.

Flujo masico de las corrientes (Kg/h)

Compuestos 1 2 3 4 5 6 7 8
Agua 808,67 824,88 65,63 1,54 1,12 0,42 64,09 759,25
Etanol 0,07 17,54 17,37 17,37 17,37 0,00 0,00 0,16
Glicerol 10,61 17,58 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 17,58
Dextrinas 40,64 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Temperatura (°C) 37,00 30,50 97,70 78,25 100,00 35,00
Caudal (kg/h) 860,00 860,00 83,00 18,91 18,49 0,42 64,09 777,00
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Impacto de la remocion de etanol sobre la DQO de la vinaza.

Finalizada la fermentacion, la biomasa se separd por centrifugacion y el etanol
producido presente en el sobrenadante se separd por destilacién segin se describié en
materiales y métodos del capitulo 3. Se determiné la DQO en las distintas etapas del

proceso. Los resultados se presentan en la tabla 33.

Tabla 37: Valores de DQO vy del porcentaje de remocion a través del proceso de fermentacion alcohdlica de los
carbohidratos presentes en la vinaza

Efluente Valores
DQO de la vinaza (mg O,/L) 72150 + 2480
DQO de la vinaza fermentada (mg 0,/L) 62680 + 1480
DQO de la vinaza destilada (mg O,/L) 24550 + 1150
Volumen inicial (mL) 1000 £ 10
Volumen final (mL) 903 £ 10
Reduccién de la DQO (%) 65.97
Reduccion de la carga orgdnica 69.27

El proceso de hidrdlisis de los carbohidratos y la posterior fermentacion alcohdlica

de la vinaza permitié reducir la DQO en un 65% y la carga organica en un 69 %.

Evaluacion econéomica

Se realizd un analisis econdmico considerando el costo operativo de los diferentes
esquemas simulados y el crédito obtenido por la produccion de etanol en cada caso. El
costo de electricidad consumida en las bombas es despreciable frente a los otros costos
considerados, no asi el costo de separacion de los sédlidos iniciales, que se menciond
anteriormente en materiales y métodos.

Se tuvo en cuenta ademas el costo de 4 empleados (1 por turno de 8 horas y un
encargado general). Se contemplé ademas un tanque para almacenar la vinaza
hidrolizada y neutralizada, como asi también un tanque de almacenamiento de la vinaza

fermentada, ambos con capacidad para 2 dias de operacién, con un volumen de 45 m?
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cada uno, de manera de incluir el proceso de fermentacién batch dentro de un esquema
continuo de funcionamiento.

Se consideré6 ademas para todas las alternativas UN tanque para 7 dias de
almacenamiento de producto. Los tanques de almacenamiento de producto fueron de 14,
3y 3 m? para los esquemas 4, 5 y 6 respectivamente.

El consumo de acido sulfurico e hidroxido de sodio se determind durante la
optimizaciéon de las variables de hidrdlisis.

En la tabla 38 se resumen los costos operativos y de inversion de capital para
cada una de las alternativas evaluadas, incluyendo una amortizacién en un periodo de 15
afos para los equipos contemplados en la inversion de capital. Los valores se expresan
en pesos argentinos considerando un factor de conversion 1U$D = 8.55 $ Argentinos.

Como indicadores econdmicos se determind la TIR, VAN vy el periodo de recupero
del capital para cada alternativa, analizando un lapso de 15 anos con periodos de pago

anual.

Tabla 38: resumen de la evaluacidon econémica de las alternativas propuestas para el tratamiento de la vinaza.

Esquema 4 Esquema 5 Esquema 6

Costos variables $/afo $/afo $/afo
Vapor 134000 142600 174700
Acido y base 256000 256000 256000
Tratamiento de efluentes 92110 92110 92110
Empleados 836100 836100 836100
Electricidad 50000 50000 50000

Otros costos

Amortizacion sin UASB 284533 307533 332333
Amortizacion sin UASB 311467 334467 359267
Crédito

Etanol 1170000 1170000 1170000
Gas (metano) 13136 13136 13136
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Utilidad sin UASB -469607 -501207 -558107
Utilidad con UASB -496541 -528141 -585041
Inversién de capital $ $ $
UASB 404000 404000 404000
Hidrdlisis y fermentacion 2885000 2885000 2885000
Centrifuga Decanter 410000 410000 410000
Sistema destilacién 695000 1070000 1442000
Tanques 278000 248000 248000
Total sin UASB 4268000 4613000 4985000
Total con UASB 4672000 5017000 5389000

Variables econémicas
TIR (mensual)
VAN -$ -$ -$

Recupero del capital (meses)

Como se puede observar de la tabla, las tres alternativas analizadas presentan un
VAN menor a cero, por lo que no se pudo calcular un valor de TIR, ni un periodo de
recupero del capital. Estos resultados ponen de manifiesto que el tratamiento de la
vinaza, al menos en las condiciones en que fue simulado, no es un proyecto
econdmicamente viable.

Sin embargo, es de destacar que este mismo sistema podria presentarse de
manera integrada a los esquemas de recuperacion de etanol estudiados en el capitulo 3,
donde los mayores componentes del gasto variable, como el gasto en personal y en
amortizacion, seria compartido, disminuyendo ademas considerablemente los costos de
tratamiento de efluentes. Por otra parte ambos sistemas de destilacion se encontrarian
parcialmente integrados reduciendo los gastos de inversion de capital, vy
consecuentemente de amortizacién. La simulacién y el estudio econdmico de esta

integracién se presenta en el capitulo 6.
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Conclusiones parciales

Los carbohidratos presentes en las vinazas no son fermentables por levaduras del
género Saccharomyces si no son previamente hidrolizados a azlcares simples.

La fermentacion de la vinaza previamente hidrolizada y neutralizada con KOH
permite obtener un rendimiento global superior a 0.43 g etanol por g de
carbohidratos iniciales, lo que representa el 84% del rendimiento teodrico.

La suplementacién con sales fuentes de macro y micronutrientes (resultados
obtenidos en ambos ensayos de cribado Placket-Burmann y Factorial), no
produjeron mejoras significativas sobre el rendimiento en etanol, por lo que no
seria necesario suplementar la vinaza hidrolizada para llevar a cabo una
fermentacion exitosa de los carbohidratos presentes en ella.

El estudio de las variables de hidrodlisis, tiempo de residencia, temperatura y
concentracion de acido sulfurico, permitié obtener un modelo estadistico para el
porcentaje de hidrdlisis en funcién de las mismas.

Se establecieron los valores mas convenientes para dichas variables, minimizando
el costo operativo del proceso.

Se ensayaron distintos modelos cinéticos para predecir el comportamiento
experimental de las fermentaciones alcohdlicas, y se determinaron sus
parametros a través de la resolucién simultdnea del sistema de ecuaciones
diferenciales que describe el proceso.

El estudio del efecto del precipitado formado durante la neutralizacion sobre la
fermentacion posterior de la vinaza hidrolizada y neutralizada, demostré que no
sOlo es innecesario separar los sdlidos formados, sino que la presencia de éstos
impacta positivamente en la performance de la fermentacién alcohdlica posterior.
La hidrodlisis de los carbohidratos, seguida de la fermentacion alcohdlica de los
mismos y la posterior remocion del etanol producido por destilacion, permitio
reducir la DQO de las vinazas en un 65% respecto de su valor inicial.
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El analisis econdmico de los distintos esquemas analizados para el tratamiento de
las vinazas, pone de manifiesto que el proceso no es rentable por si mismo y
necesariamente deberia estar acoplado al proceso de recuperacion de etanol

presentado en el capitulo 3.
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Capitulo 5: Produccion de dcido acético a partir de efluentes de

cerveceria.

Introduccion

El 65 % de la DQO de la cerveza de descarte, como de la fraccidon liquida del
excedente de levaduras, viene dado por su contenido de etanol. En el Capitulo 3 se
propusieron distintos esquemas que permiten la recuperaciéon de etanol a partir de estas
corrientes. Si bien a través de estos procesos se obtiene una reduccién importante en la
carga organica de estos efluentes, éstos siguen conteniendo niveles de materia organica
25 veces superiores a los de las aguas residuales tratadas en la industria.

La fermentacion acética es un proceso llevado a cabo por bacterias acéticas, las
que en presencia de oxigeno oxidan el etanol contenido en un sustrato a acido acético y
agua. Existen principalmente 2 procesos: en el primer método, mas antiguo, la
fermentacion acética se realiza utilizando un cultivo superficial en el cual las bacterias
acéticas se encuentran situadas en la interfase liquido/gas o fijadas a soportes de
materiales tales como virutas, en contacto directo con el oxigeno del aire; el otro método
se denomina “fermentacion en cultivo sumergido”, ya que la cabola fermentacién se lleva
a cabo en reactores tanque agitados, donde las bacterias acéticas se encuentran
suspendidas en el seno del liquido a fermentar y se introduce aire en forma continua
(sélo o enriguecido con oxigeno) bajo condiciones que permitan la maxima transferencia
desde la fase gaseosa a la fase liquida. El segundo proceso es el mas utilizado
actualmente, ya que permite un mejor control de las variables del proceso, obteniendo
un producto final mas uniforme lote a lote (Romero et al., 1994; Garrido-Vidal et al.,
2003; Jiménez-Hornero et al., 2009).

Las bacterias acéticas utilizadas en este proceso son sensibles a las
concentraciones de los principales sustratos y productos, etanol, oxigeno y acido acético,

como asi también a la temperatura. A bajas concentraciones de etanol, y mas cuando
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éstas estan combinadas con altos niveles de acido acético, la viabilidad de las bacterias
desciende abruptamente (Romero et al., 1994; Garrido-Vidal et al., 2003; Jiménez-
Hornero et al., 2009). El producto (vinagre) debe contener el menor etanol posible, no
so6lo por las exigencias establecidas para el producto, sino porque se estaria
desperdiciando sustrato. Esto hace que los procesos de fermentacidn acética se
prolonguen hasta que la concentracion de etanol en el medio llegue a un valor minimo de
compromiso entre no desperdiciar sustrato y mantener una viabilidad adecuada de las
bacterias. Este es el principal motivo por el cual las fermentaciones acéticas se realizan
en cultivo por lotes (batch), donde una vez finalizada la fermentacién parte del cultivo es
retirado como producto, y el resto sirve de indculo para la fermentacién siguiente. De
realizarse en modo continuo, seria necesario un estricto control de las variables de
manera de evitar la pérdida de viabilidad del cultivo.

Dado el contenido de etanol de los efluentes estudiados, se propuso utilizarlos
como medio para llevar a cabo una fermentacién acética, convirtiendo principalmente el
etanol a acido acético, para obtener vinagre de cerveza. De esta manera, todo el
volumen a tratar pasaria a formar parte del producto, eliminando practicamente las
necesidades de tratamiento.

En el presente capitulo se estudi6 la factibilidad de utilizar los efluentes (fraccidn
liquida del excedente de levaduras y cerveza de descarte), como medio para producir
acido acético por fermentacion en cultivo sumergido. Inicialmente se establecieron las
condiciones de conservacion y recuperacion de las bacterias acéticas. Se estudid el efecto
del SO,, conservante presente en ciertas cervezas, sobre la viabilidad del cultivo y la
performance de la fermentacion acética. También se estudié el efecto de otros
conservantes utilizados en bebidas, como el sorbato de potasio y el benzoato de sodio.
Se estudido la influencia de distintos sistemas de aireacion sobre la velocidad de
produccion de acido acético y sobre el rendimiento de la fermentacién, determinado por
el cociente entre el acido acético producido en un periodo de tiempo y el etanol

consumido en ese mismo periodo. Se exhibe ademas el desempefio de cuatro bacterias,
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dos aisladas previamente por el grupo de trabajo y otras dos, cepas industriales de
marcas reconocidas disponibles en el mercado.

También en el presente capitulo se describe el disefio, construccidon y montaje de
un reactor aerdbico de 6L de volumen con control de agitacidon/aireacién y temperatura,
gue se construyd en el marco de esta tesis. Se utilizd el equipo para realizar
fermentaciones acéticas de los efluentes y se evalud la performance en estas condiciones
de cultivo, mas similares a las de los fermentadores industriales. También se realizaron
ensayos de fermentacion sobre alcohol etilico comercial y sobre alcohol recuperado a
partir de los efluentes, conteniendo todos los compuestos volatiles mencionados en el
capitulo 3. Se propusieron distintas alternativas para el tratamiento de los efluentes, y se

realizd un analisis técnico-econdmico de las mismas.

Materiales y métodos

Microorganismos y medio de cultivo

Para los ensayos de fermentacidon se estudiaron cuatro cepas de bacterias
acéticas. dos aisladas por el grupo de trabajo, una correspondiente al género
Acetobacter, denominada AA y otra perteneciente al género Gluconobacter, denominada
GBC4; y dos cepas comerciales, denominadas F y C. Las cepas originales se conservaron
a -80°C en medio MR previamente descrito en la literatura, como medio especifico para
bacterias acéticas (Williams & Wilkins, 1984) El stock de trabajo se mantuvo en estrias,

en tubos pico de flauta, utilizando medio MR agar, el cual se repicé quincenalmente.

Estudio de conservacion y recuperacion

Se ensayaron distintos protocolos para la conservacion y posterior recuperacion
de las cepas en distintos medios de cultivo: AE, RAE y MR (Entani et al., 1985; Sokollek
et al., 1997; Williams & Wilkins, 1984), cuya composicién se presenta en la tabla 39. Se
conservaron a cuatro temperaturas sobre cada uno de los medios: 20-25 ©C

(temperatura ambiente); 4°C (heladera); -20°C y -80°C. Para las muestras que se
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conservaron a temperatura ambiente y 4°C, se utilizaron tubos de 16 mm estériles, con
tapén de algodon para permitir el intercambio gaseoso, a los cuales se les agregé 1 mL
de un cultivo previamente crecido en el medio correspondiente y 0.5 mL de medio estéril.
Para las muestras que se conservaron a -20°C y -80°C se utilizaron tubos eppendorf
estériles, con 800 pL de cultivo y 400 uL de medio estéril. A los tubos se les agregé 300
Ml de glicerol estéril como crio-protector. Para cada una de las condiciones evaluadas se
realizaron muestras por duplicado, las cuales fueron analizadas luego de una semana, un
mes, y 6 meses.

Una vez transcurrido el tiempo, 500 pL de cada tubo proveniente de las diferentes
formas de conservacion se transfirieron a 5 mL del medio correspondiente (AE, RAE y
MR) en tubos de 16 mm con tapén de algoddn, y se determiné la absorbancia de cada
tubo a 400 nm (como una medida del crecimiento de la biomasa), cada 24 horas,

durante 7 dias. Los tubos fueron cultivados en agitaciéon (200 rpm) a 30 ©C.

Tabla 39: composicion de los medios de cultivo utilizados para la conservacion de bacterias acéticas.

RAE AE MR

Glucosa® 40 5 0.5
Extracto de levadura® 10 2 5
Peptona de carne® 10 3 3
Na,HPO,? 3.38 0 0
Acido Citrico® 1.5 0 0
Acetozim?® 0 1.5 0
Etanol® 2 2 1.5

2 (g/L); ® (%v/v)

Efluentes estudiados

A diferencia de la produccién de etanol, el cual no esta influenciado por el tipo de
cerveza utilizada, las caracteristicas organolépticas del vinagre de cerveza dependen en
gran medida de la materia prima utilizada. Por este motivo, se estudio la factibilidad de
producir acido acético utilizando como efluentes las diferentes clases de cerveza

producida en la empresa adoptada como caso de estudio, una mezcla de cervezas la cual
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se realizé en las mismas proporciones que se compone el descarte de cerveza.. Se utilizd
también la fraccion liquida de los excedentes de levaduras provenientes de los distintos
procesos de produccion llevados a cabo en la empresa. Estos se acondicionaron como se
describioé en el capitulo 3.

Se utiliz6 como control medio AE, suplementado con etanol comercial hasta la
concentracion de la fraccion liguida de los excedentes de levaduras. Se estudié también
suplementar el medio AE con etanol recuperado a partir de los mismos efluentes, en el
equipo de destilacién descrito en el capitulo 3, conteniendo todos los compuestos
volatiles mencionados. Para indicar la concentracién inicial de etanol y acido acético con
la cual se prepar6 cada medio, a continuacion del nombre se colocé un nimero indicador
del %m/m de acido acético seguido por la letra a, y un nimero indicador del %v/v de
etanol seguido por la letra e, por ejemplo el medio AE 1a2e, indica que se utilizé medio

AE, conteniendo un 1% m/m de acido acético y un 2%yv/v de etanol.

Fermentacion acética

Los ensayos de fermentacion acética se realizaron en modo por lotes en todos los
tipos de reactores utilizados. Una vez que la fermentacién se dio por terminada (en
funcion de la concentracién de etanol final en el medio o de la concentracion de &cido
acético final), se retird un volumen de medio (producto), dejando el restante volumen
como indculo de la fermentacion siguiente. Para cada condicidon estudiada, se realizaron
al menos 3 repiques sucesivos.

Durante las fermentaciones se tomaron muestras a distintos tiempos, para el
control del proceso. En funcidén de las variables estudiadas se determiné la concentracion

de: biomasa, etanol, acido acético, oxigeno disuelto y didxido de azufre.

Exigencias del Codigo Alimentario Argentino para el vinagre de cerveza.

Vinagre de cerveza: Obtenido por fermentacién acética de cerveza de titulo

alcohdlico adecuado.
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Debera tener color amarillo y sabor agrio y amargo, que recuerde al de la malta y
el lupulo.
No debera contener sustancias amargas distintas a las del lUpulo.

Exigencias analiticas: Densidad a 15° 1.017 a 1,040; residuo seco 1,0 a

2,5%, cenizas aproximadamente 0,25%; acidez minima en acido acético 4,0%;

alcohol méximo 10% de la acidez total. Ademds su residuo deberda tener una

fuerte proporcién de proteinas y fosfatos, presencia de maltosa y ausencia de

tartratos. Deberd precipitar por el alcohol absoluto (1+2).

Este producto deberd denominarse: Vinagre de cerveza.

Determinaciones analiticas

Determinacion de biomasa en la fermentacion acética

Para determinar la biomasa durante las fermentaciones, se establecié una relacion
entre la concentracion de SSV de un cultivo y la absorbancia del mismo a 400 nm. Para
esto se realizd una suspension de bacterias en plena fase de crecimiento exponencial en
agua destilada a diferentes concentraciones, a las cuales se les midié la absorbancia a
400 nm con espectrofotometro HACH y la concentracion de SSV segun la técnica

estandar (Eaton et al., 2005). La ecuacién obtenida fue:
Biomasa[g/L]=(0.408x Absorbancia (400nm))x dilucién™ (11)

Durante las experiencias, un volumen de muestra se diluyd en agua destilada, para que
la absorbancia caiga en el rango lineal, el cual se presentd para valores inferiores a 0.3
unidades de absorbancia. Luego la muestra se centrifugdé para remover las células y se
determind la absorbancia del medio. Esta se resté al valor total obtenido, para establecer
el valor de absorbancia correspondiente a las células. Finalmente la concentracién en g/L

se determiné utilizando la curva patrén.

Determinacion del nitmero de células viables

Para determinar el niumero de células viables se realizd un recuento en placa

utilizando medio AE la2e, empleando agar-agar como agente solidificante, en una
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concentracion de 15 g/L. Se sembro en las placas 100 pyL de muestra previamente diluida
en medio AE estéril, de manera de obtener un nimero de colonias entre 30 y 300. Las
placas sembradas se incubaron en estufa a 30 °C durante 72 h.

Ciertos autores manifiestan que la incubaciéon de las placas dentro de una camara
humeda en la estufa, permite una mayor recuperacion de células viables (Sokollek y
Hammes, 1997), por este motivo se estudio el efecto de utilizar una cdmara humeda

dentro de la estufa de cultivo para incubar las placas.

Determinacion de etanol en la fermentacién acética

La concentracion de etanol en las fermentaciones se determind utilizando el
dispositivo descrito en el capitulo 4. La muestra se centrifugd 5’ a 6000 rpm para separar
la biomasa, y el sobrenadante se diluyé apropiadamente con agua destilada para ingresar
en el rango de la curva de calibrado. Se realizé una curva de calibrado para cada
experiencia.

Se evalud el efecto de la presencia de acido acético en el medio sobre la respuesta
del sensor. Para esto se realizaron por triplicado curvas de calibrado con la mismas
concentraciones de etanol mencionadas en el capitulo 3, y para tres concentraciones de
acido acético, 0.2, 0.6 y 1 g/L. Teniendo en cuenta que la dilucidon realizada a las
muestras de los ensayos de fermentacion para ingresar dentro del rango de la curva de
calibrado fue 1/50, los valores estudiados de acido acético equivalen a tener en el medio

fermentado 10, 30 y 50 g/L respectivamente.

Determinacion de dcido acético

La concentracion de acido acético se determind por volumetria acido-base,
utilizando fenolftaleina como indicador. La acidez determinada se atribuyd en su totalidad
al acido acético. Los materiales utilizados fueron:

Bureta

Solucion de fenolftaleina (indicador)

e Solucion de NaOH, previamente valorada con Ftalato acido de potasio.

Erlenmeyer de 100 mL
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Para las determinaciones, las muestras se centrifugaron 5’ a 6000 rpm para
remover las células y se utilizd el sobrenadante en la determinacion. 2 mL del
sobrenadante se colocaron en los erlenmeyer y se le agregé 2 gotas de indicador

(fenolftaleina). Se tituld con solucién de NaOH =0.1 M hasta viraje del indicador.

Determinacion de oxigeno disuelto

Durante las experiencias y en los intervalos de tiempo que se tomaron las
muestras, se determind la concentracion de oxigeno disuelto a través de un oximetro

portatil Orion 8303, introduciendo el electrodo hasta estabilizacién de la lectura.

Determinacion de dioxido de azufre libre y total

La determinacion de didxido de azufre libre y total, se realizd por el método de
Ripper modificado (Ripper et al., 1892), el cual se basa en la capacidad del Iodo de
oxidar el H2S05 a H250,. Los materiales utilizados fueron:

e Solucion de IK/IO4K

e Almiddn soluble (indicador).

e Solucion de KOH 2 M

e Solucion de acido sulfurico 6 M (diluciun 1/3 del acido sulflurico comercial).
e Bureta

e Erlenmeyer de 100 mL con y sin tapdén

Para las determinaciones, las muestras se centrifugaron 5" a 6000 rpm para
remover las células. Para determinar la concentracion de SO, libre, a 2 mL de
sobrenadante se le agregdé 200 pL de la solucion del indicador y posteriormente 200 pL
de la solucién de acido sulfurico, y se procedié rapidamente a su titulacion con la solucion
de IK/IO4K. Para determinar la concentraciéon de SO2 total, a 2 mL de muestra se le
agregaron 200 pL de KOH 2N, se taparon los erlenmeyer y se dejé reposar durante 30
segundos. Posteriormente se agrego6 el indicador y 400 uL de la solucion de &acido

sulfurico, procediendo a su titulacion rapidamente con la solucidon de IK/IO4K.
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Reactores utilizados

En la realizacion de las distintas experiencias se utilizaron erlenmeyer de 1L,

reactores agitados de 2.5 L de volumen Uutil y un reactor piloto de 6 L de volumen Util.

Erlenmeyerde 1L

Las experiencias realizadas sobre erlenmeyer de 1L, utilizando 300 o 500 mL de
volumen, se realizaron sin control de temperatura, la aireacién estuvo provista por un
aireador de pecera Atman 703 y una piedra difusora. La agitacién fue provista por un
agitador orbital Vicking M23, a 110-120 rpm. Para la toma de muestra se utilizaron
pipetas estériles. Una vez extraida la muestra, la misma se colocd en tubos de vidrio

(viales) estériles hasta las determinaciones.

Reactores tanques agitados

En la figura 32 se presenta una imagen de los reactores tanques agitados
utilizados. Estos no contaron con control de temperatura. La agitacién estuvo provista
por impulsor tipo hélice y la aireacion a través de bombas de pecera tipo Atman 703, con
un difusor de triple salida de vidrio sinterizado. Se logré una aireacién mas eficiente, por
la combinacién de mayor agitacion provista por el motor y menor tamafio de burbujas de
aire obtenidas con el difusor de vidrio sinterizado. Para la toma de muestra se utilizaron
pipetas estériles. Una vez extraida la muestra, se colocé en tubos de vidrio con tapa

rosca (viales) estériles hasta las determinaciones.

Figura 32: Reactores tanque agitados utilizados en la produccion de acido acético a partir de fraccion liquida de
excedente de levaduras (izquierda) y etanol recuperado del la mezcla de efluentes (derecha).
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Reactor piloto

Diserio y montaje

En el marco de la presente tesis se disefidé y construyé un reactor piloto,
financiado a través de un convenio llevado a cabo con la Compainia industrial Cervecera
S.A. (CICSA).

Una de las variables mas importantes en la fermentacion acética es la
concentracion de oxigeno disuelto, por lo que el sistema de aeracidon es un elemento
clave en el disefio del reactor. Se propuso una turbina auto aspirante como elemento de
suministro de aire, la que se disend procurando no introducir bujes ni rodamientos en la
parte inferior del reactor, para evitar posibles fugas o pérdidas. Se reprodujo un
prototipo utilizado para aireacién en estanques de tratamiento de efluentes, construido
en delrin, compuesto por un eje hueco unido a un impulsor, que por su morfologia al
girar en el seno del liquido genera un vacio hacia el centro del eje que produce la
aspiracion de aire y su distribucidn como burbujas final en el reactor. En las figuras 33 y
34 se muestran imagenes de la turbina construida, como asi también un croquis de la

vista en corte.
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Figura 33: vista lateral del impulsor y vista inferior del mismo.

a12.54 mm _

& 93 mm

2 105 mm

P

v

Figura 34: vista en corte y detalles del impulsor.

El disefio original fue modificado incorporando orificios en la parte superior del
impulsor, permitiendo el ingreso del fluido al interior del impulsor en forma vertical, el
cual sale en forma radial aumentando el vacio obtenido en la zona central de la turbina,
reduciendo el nimero de revoluciones a la que debe girar el conjunto para generar la
depresion necesaria que permita el funcionamiento auto aspirante. Este conjunto eje-

impulsor, fue acoplado a un motor trifasico SIEMENS, de 1/8 HP, el cual fue comandado
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por un equipo convertidor de frecuencia CFW-08 WEG, que permitid variar entre 30-
1850 rpm.

Para el disefio del cuerpo del reactor se tuvieron en cuenta las relaciones
altura/diametro, utilizadas por empresas lideres en fabricaciéon de equipos piloto para la
produccidon de vinagre por fermentacion en cultivo sumergido, valor préximo a 3. El
reactor se construyd integramente en acero inoxidable, permitiendo su esterilizacion en
autoclave. En la figura 35 se presenta un esquema del cuerpo del reactor con el eje y la

turbina.
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Y
N
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12 54 mm:
» o« :

,®140mm. .
Figura 35: Esquema y detalles del cuerpo del reactor piloto, del eje y de la turbina.

Otra variable muy importante en la fermentacion acética, es la temperatura, la
cual no debe superar ciertos valores porque corre riesgo la viabilidad del cultivo. Al ser
exotérmica la reaccién de oxidacién del etanol a acido acético, es necesario mantener
esta variable controlada. Se disefié un sistema de control automatico de la temperatura,

compuesto por un serpentin interno de acero inoxidable, por donde circula agua de
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refrigeracion, una resistencia envainada, también interna, como alternativa para
suministrar calor al medio de cultivo y un sensor de temperatura Pt100, sumergido en el
seno del medio a fermentar, envainado en acero inoxidable. Este sistema estuvo
controlado por un regulador electrénico de temperatura marca DHACEL, que permitié una
regulacién en el rango 15-80 ©°C, con una precision de +£0.1 °C. En la figura 36 se
presenta una imagen donde se muestra la ubicacion de la resistencia, el serpentin y el

sensor de temperatura.

Resistencia

Sensor de
temperatura Pt100

Serpentin
de refrigeracién

Figura 36: Sistema de control de temperatura: resistencia, serpentin de refrigeracion y sensor de temperatura.

El reactor conté ademas con un tubo de vidro para medir el nivél de liquido, una
entrada y una salida, para la carga, y la toma de muestra, y una salida auxiliar para el
vaciado del equipo. En la figura 37 se muestra el equipo completo, instalado en el

Laboratorio de Quimica y Ambiente de la Facultad de ingenieria y Ciencias Hidricas.
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Figura 37: Reactor piloto instalado en el laboratorio de Quimica y Ambiente de la FICH.

Caracterizacion

Se determind el régimen de mezcla del reactor a través de un ensayo con
trazadores, utilizando permanganato de potasio como trazador. Si en un reactor continuo
perfectamente agitado, se le inyecta un trazador en forma de funcién escalén, podemos
obtener la funcién de respuesta del reactor, F(t), determinando la concentracién de
trazador C(t) a la salida del mismo (Clark, 2009).

El balance para el trazador en el reactor, asumiendo que éste no es consumido en el

interior, puede expresarse como,

\Y%

€O _ ke, —cay (12)
dt

de donde podemos obtener,
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F(t):%zl—em (13)

0
Para determinar el régimen de mezcla en el reactor piloto, se comenz6é con una
concentracion inicial de trazador en el reactor Cy, y se alimentd el mismo con una
corriente libre de trazador, de caudal constante, realizando la operacion inversa.

Denominamos W(t) a la funcién de respuesta obtenida, para lo que W(t)=1-F(t) vy el

balance queda,
Wt)=1-F(t)=1-(1-e ™) =™ (14)
De esta manera, comparando los valores experimentales con los valores tedricos

obtenidos a partir del volumen de reactor y caudal utilizado en la experiencia, se puede

verificar el nivel de mezclado del reactor.

Se determind el coeficiente de transferencia de oxigeno, K,a caracteristico del
reactor, mediante un método dinamico (Pinelli et al., 2010). Se evalud la incidencia de
distintas temperaturas en el rango comprendido entre 27-33°C y distintas velocidades de
agitacién comprendidas entre 800 y 1400 rpm a través de un disefio experimental
factorial, donde la temperatura y la velocidad de agitacion fueron los factores, y se
ensayaron 3 niveles para cada uno. La tabla indicando las experiencias realizadas se

presenta en la seccién resultados.

Evaluacion econéomica

Durante el transcurso de la presente tesis ya través de un convenio establecido
con CICSA, se recopilaron diferentes presupuestos para los principales equipos de una
planta de produccién de vinagre, obteniendo los costos de fermentadores de distintos
tamafios, con sus sistemas de control, y equipos de filtracion tangencial, para la filtracion
del vinagre producido, por 2 de las principales empresas del rubro. Estos costos de
inversién de capital se tuvieron en cuenta en el analisis econédmico. Los costos operativos
involucrados en el proceso de fermentacidn acética (consumo de energia y servicios

auxiliares), se estimaron a partir de la potencia consumida por el/los fermentadores y
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sus accesorios y el sistema de filtrado, contemplando los equipos con capacidad para
procesar la totalidad de la fraccién liquida del excedente de levaduras y de la cerveza de
descarte. Al igual que para los procesos de recuperacion de etanol, se contemplo el costo
de inversidon y el consumo de energia de una centrifuga (decanter) para separar los
sdlidos del excedente de levaduras, determinado por la potencia nominal para su caudal.
Ademas se contempldé un equipo de filtracion de la mezcla de efluentes centrifugada,
previo al ingreso a la fermentacidén acética, de igual costo que el equipo de filtracion de
producto, con una potencia de 3 kW. La potencia instalada para la planta de
fermentacion (fermentador mas equipo de filtracion de producto) es de 18 kW.
Realizando una estimacion moderada, el costo de electricidad seria de 75000 $/afio. El
consumo eléctrico para la centrifuga, al igual que en los casos anteriores seria de 50000
$/ano. El consumo eléctrico en el equipo de filtracion de efluentes es $15000/afio.

Como todo el efluente pasa a formar parte del producto, se considerdé una pérdida
del 2% en la etapa de filtracion, siendo la Unica corriente a tratar, con una DQO similar a
la del la mezcla de las fracciones liquidas de los efluentes, representando 24 Ton de
DQO/afio. Se consideré6 una remocion del 100% de la carga organica mediante un
proceso anaerdbico de tratamiento. No se considerd costo de inversion de capital, ya que
se asume que esta el efluente del proceso seria tratado en las instalaciones
convencionales que ya dispone la empresa adoptada como caso de estudio.

No se considerd la inversion de capital necesaria para proveer los servicios (Gas,
vapor, electricidad, agua, etc.), asumiendo que los mismos son provistos por los
sistemas existentes en la empresa adoptada como caso de estudio.

Se utilizaron los costos necesarios provistos en la tabla 7. Finalmente se

establecieron los indicadores econémicos del proceso propuesto.
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Resultados

Conservacion y recuperacion de bacterias acéticas

Dado que el proceso de fermentacion acética se lleva a cabo por lotes, utilizando
parte del lote anterior como indculo del siguiente, se estudié la factibilidad de conservar
las cepas en diferentes condiciones, que permitan su adecuada recuperacién posterior
para ser utilizadas ante situaciones de parada en la empresa (0o en los ensayos de
laboratorio). Se evalud su conservacion en 3 medio de cultivo REA, AE y MR y a 4
temperaturas diferentes: 25°C (ambiente), 4°C (heladera), -20 °C y -80°C. Las muestras
asi conservadas se retiraron a la semana y al mes de conservacién. En la tabla 40 se

presentan los resultados.

Tabla 40: Resultados estudios de conservacidn y recuperacion cepas de bacterias acéticas.

Semana
Temperaturas Medios
RAE AE MR
25 + +
4 + +
-20 + +
-80 + +
Mes
25 + + -
4 + + +
_20 - - -
-80 + + +

Cuando los cultivos se almacenaron por una semana en las distintas condiciones,
fue posible recuperar el crecimiento en todas las muestras. En cambio, cuando las
muestras se almacenaron durante 1 mes, sélo las correspondientes al medio RAE y AE
fueron capaces de crecer nuevamente, no asi la muestra conservada en medio MR. A
40C, todas las muestras pudieron ser recuperadas, al igual que a -80°C. Contrariamente

a lo que se esperaba, las muestras conservadas a -20°C, no pudieron ser recuperadas
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luego de 1 mes de conservacién. Esto se corresponde con lo expuesto por algunos
autores acerca de la pérdida de viabilidad de bacterias conservadas en estas condiciones
(Romero et al., 1994; Garrido-Vidal et al., 2003; Jiménez-Hornero et al., 2009).

Basado en estos resultados, el almacenamiento de los cultivos a 4°C y -80°C,
permite asegura al menos 1 mes de sobrevida de los mismos. Por otro lado, de ser
necesaria una parada de planta o de ensayos de laboratorio, es posible conservar el
cultivo a temperatura ambiente hasta 1 semana sin inconvenientes en su recuperacion.

El aumento en la densidad éptica de las muestras recuperadas en medio RAE y AE
fue similar entre si, pero muy superior a las recuperadas en medio MR. Para los cultivos
conservados a 4°C, la maxima velocidad de crecimiento se observd sobre el medio RAE.
En cambio para cultivos recuperados en -80°C, ésta se obtuvo en medio AE.

Dado que se obtuvieron comportamientos similares en los medios REA y AE, con
la considerable diferencia en su composicion, para las experiencias donde se utiliz6 medio

de cultivo como control, se optd por el medio mas simple de éstos: medio AE.

Efecto de conservantes presentes en los efluentes

Dioxido de azufre

Algunas de las cervezas, generalmente las que no estdn comprendidas dentro de
la categoria “Premium”, suelen tener sustancias conservantes y/o antioxidantes dentro
de las que se encuentra el diéxido de azufre. Si bien hay estudios que ponen de
manifiesto que las bacterias acéticas son muy sensibles a este compuesto (Du Toit et al.,
2005; Bartowsky y Henschke, 2008), estos ensayos fueron realizados evaluando su
efecto como conservante, inhibiendo el crecimiento de ciertas bacterias acéticas en
condiciones adversas para su normal desarrollo, sobre todo por la baja concentracion de
oxigeno encontrada en los sustratos analizados.

El Cddigo Alimentario Argentino permite hasta 20 ppm de SO, libre en cerveza, lo
que motivo el estudio del efecto de este conservante, pero en cultivos productivos, con

una concentracion inicial de bacterias acéticas de 1x107-1x10% UFC/mL.
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Se estudid el efecto del SO, utilizando el medio AE como medio control sobre la
performance de la fermentacion acética y la viabilidad de las bacterias utilizando la cepa
comercial C. Para poder contar con la presencia de SO, en los cultivos, compuesto que es
inestable, se adiciond metabisulfito de sodio, el cual in situ produce SO,. Se establecid
una correlacién entre la dosis de metabisulfito de sodio agregado al medio AE vy la
concentracion de SO, libre obtenida luego de dejar reaccionar la muestra y el

conservante por 15 minutos. En la figura 38 se presenta la curva obtenida.
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Figura 38: Curva de calibrado del agregado de metabisulfito de sodio en medio AE

Como se menciond en la seccidon materiales y métodos, se estudio el efecto de
utilizar una cdmara hiumeda para realizar los recuentos de células viables. A partir de un
mismo cultivo de sembraron placas por duplicado y para dos diluciones, para cada una
de las condiciones (con y sin camara humeda). En la tabla 41, se presentan los

resultados para el cultivo en ambas condiciones.

Tabla 41: Impacto de la incubacion sobre el recuento de células viables.

, Factor
Condicion o Recuentos UFC/mL
dilucion

Convencional 1,00E+05 391 364 302 3,52E+07
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1,00E+06 21 27 56 3,47E+07
Camara 1,00E+05 397 385 374 3,85E+07
himeda 1,00E+06 31 24 36 3,03E+07

Estos resultados ponen de manifiesto que al menos para la cepa estudiada (cepa
comercial C), la incubacion de las placas dentro de la cadmara humeda no produce

ninguna mejora en el recuento.

Para estudiar el efecto del conservante sobre la bacterias acéticas, inicialmente se
realizaron cuatro ensayos donde se evalud la ausencia de conservante, y tres
concentraciones crecientes, 25, 50 y 75 mg/L. Para cada una de las cuatro experiencias,
realizadas en erlenmeyer, se colocd inicialmente un cultivo en crecimiento en medio AE
como inoculo, el que representd 2/3 del volumen final, al que se le agregd un volumen
de medio AE 0Oa2e, correspondiente a 1/3 del volumen final, con la concentracién de
metabisulfito necesaria para obtener inicialmente en todo el volumen la dosis a evaluar.
Se tomaron muestras cada 2 horas, a las cuales se les determind acido acético, etanol, y
dioxido de azufre. En la figura 39 y 40 se muestra la evolucion del acido acético y del

didxido de azufre en funcion del tiempo, para las experiencias realizadas.
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Figura 39: Evolucién del acido acético en funcién del tiempo.
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Figura 40: Evolucién del didéxido de azufre en funcién del tiempo.

Como se observa en la figura 39, los resultados son similares en los duplicados,
mostrando que para concentraciones iguales o superiores a 25 mg/L de diéxido de azufre
libre, se observa una inhibicion total de la produccién de acido acético. Las curvas de
concentracion para los valores de 50 y 75 mg/L, que muestran un comportamiento
similar pero con valores remanentes de SO, libre superiores, corresponden a la
experiencia que comenzé con menos acido acético en el medio. El diéxido de azufre

participa del equilibrio dado por.

0.+ so. I =

De esta forma, la concentracion de SO, molecular, la cual posee la mayor
capacidad antimicrobiana por ser una molécula neutra capaz de atravesar la membrana
de las bacterias, es menor a mayores pH (o menores concentraciones de acido acético),
demorando mas tiempo en interaccionar completamente.

La figura 40 muestra que el diéxido de azufre es rapidamente removido del medio,
solo detectandose valores inferiores a los 5 mg/L, aln en las experiencias cuyo valor

inicial fue de 75 mg/L. La muestra inicial se tomé luego del agregado del metabisulfito al
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medio ya conteniendo el indculo, lo que demuestra la rapidez con la que interacciona el
dioxido de azufre formado.

En funcidn de estos resultados, y dada la rapidez con que se observa la
desaparicion del SO, del medio, se estudid el efecto de este conservante en un rango
inferior de concentraciones, comprendido entre 0 y 24 ppm. Concretamente, se evalué el
efecto de 0, 8, 16 y 24 mg/L de didéxido de azufre libre sobre la performance de la
fermentacion acética y la viabilidad de las bacterias. Se utilizo la “cepa comercial C”
como modelo. Las experiencias se realizaron de la misma manera, colocando inicialmente
el indculo y finalmente el medio conteniendo metabisulfito de sodio para obtener la
concentracion inicial de didoxido de azufre a ensayar en cada medio. Se tomd muestra a
los 5 minutos; 7,5 minutos; 10 minutos; 15 minutos; y luego cada 7,5 minutos hasta los
60 minutos. Como en 1 h no se pueden apreciar cambios significativos en los valores de
acido acético, biomasa y etanol, éstos parametros no se determinaron, y la experiencia
se centré en el recuento de células viables en funcién del tiempo. En la figura 41 se

presenta el efecto sobre del SO,, sobre la viabilidad de las bacterias acéticas.
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Figura 41: efecto del SO; sobre la viavilidad de las bacterias acéticas.
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Se observa que la accion bactericida del SO, es inmediata, alcanzando su maximo
a los 30 minutos de contacto, habiendo reducido 1.5, 2.5 y 2.5 6rdenes de magnitud
para las concentraciones de 8, 16 y 24 mg/L de SO, respectivamente.

Una medida de la “velocidad de muerte” tradicionalmente usada en esterilizacidn
es el numero de reduccién decimal “D”, que establece el tiempo necesario para reducir
en un 90% la poblacion bacteriana por efecto de un tratamiento dado, equivalente a
reducir un orden de magnitud el log de UFC/mL. Este nimero puede estimarse también
para agentes antimicrobianos (Mazzola et al., 2003; Amer et al., 2013; Yang et al,,
2014), y su valor se estima como la inversa de la pendiente obtenida al graficar el Log
(UFC/mL) en funcién del tiempo. Se realizé la regresion para la zona lineal de muerte (0-
10 minutos) y se calcularon las inversas de las pendientes. En la tabla 42 se presentan

los valores D para las diferentes concentraciones estudiadas.

Tabla 42: Tiempos de reduccion decimal para la bacteria acética C, a distintas concentraciones de SO,.

Concentracion

Pendiente D (min)
SO, (mg/L)
8 0.0942 10.61
16 0.15643 6.39
24 0.21886 4.57

Estos resultados ponen de manifiesto que aun para las menores concentraciones
estudiadas, el SO, se comporta como un agente bactericida.

Dentro de las cervezas comercializadas por la empresa adoptada como caso de
estudio una contiene SO, como antioxidante y antimicrobiano. Se determind la
concentracion de SO, en esta cerveza obteniendo como resultado 27.8 = 1.9 mg SO,
libre/L, v 28.8 £ 1.0 mg SO, total/L. Este valor se encuentra en el rango de valores
estudiados, siendo suficiente para eliminar mas de 99% de las bacterias acéticas,

inhibiendo la fermentacion acética.
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Sorbato de potasio y Benzoato de sodio

Al igual que con el diéxido de azufre, algunos autores han estudiado el efecto del
sorbato de potasio y benzoato de sodio, conservantes usualmente utilizados en
alimentos, sobre la viabilidad de bacterias acéticas, enfocandose en su efecto
antimicrobiano para el control de contaminaciones puntuales, donde la concentracion
inicial es menor a 1x10* UFC/mL (Eyles y Warth, 1989).

En este trabajo se estudid el efecto de estos conservantes sobre la performance
de la fermentacidén acética y la viabilidad de las bacterias acéticas comerciales C, en
cultivos productivos, donde la concentracidn inicial estd en el orden de 1x107-1x108.

Para los ensayos, se colocaron 4 mL de un cultivo de la bacteria comercial C en
crecimiento sobre medio AE en tubos de vidrio con tapon de algodén para permitir el
intercambio gaseoso, previamente esterilizados. Se centrifugaron los tubos, se descarto
el sobrenadante y el pellet de células se resuspendido en 6 mL de medio AE 2a2e estéril
suplementado con diferentes concentraciones de benzoato de sodio y sorbato de potasio,
para obtener concentraciones finales de 0, 100, 200, 300, 400, 500, 650, 800, 1000 y
1200 mg/L en cada caso. Los tubos se incubaron en agitacion orbital a 120 rpm y 30°C
durante 5 dias. Se realizé un recuento de células viables cada 24 h para cada muestra.

En la figura 42 se muestra los resultados para el niumero de células viables,
expresado como el Log (UFC/mL), en funcion del tiempo, en las experiencias donde se

utilizé sorbato de potasio como agente antimicrobiano.

147



Capitulo 5 - Produccién de vinagre de cerveza
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Figura 42: efecto del sorbato de potasio sobre la viavilidad de las bacterias acéticas.

En las condiciones de cultivo ensayadas, se observa que el sorbato de potasio
ejerce un efecto bacteriostatico para valores comprendidos entre 0-400 mg/L, levemente
bactericida para valores entre 400 y 800 mg/L, permitiendo la recuperacién del cultivo
luego de 24 h. Solo a concentraciones por encima de 800 mg/L, se observa un efecto
bactericida irreversible, que no permite la recuperacion del cultivo. Estos valores
concuerdan con lo reportado por (Eyles y Warth, 1989), pero aln para concentraciones
mayores, del orden de 1x10 ’ UFC/mL. El decaimiento en la viabilidad observado hacia el
final de la experiencia para los ensayos con concentraciones inferiores a 500 mg/L,
puede atribuirse al agotamiento de los nutrientes (etanol) del medio.

Se determind el tiempo de reduccion decimal para las experiencias con
concentraciones de 1000 y 1200 mg/L, siendo 1052 min y 722 min respectivamente.
Estos valores, 100 veces superiores a los valores obtenidos para el didoxido de azufre,
muestran que concentraciones de sorbato de potasio de 1000 mg/L, tardan 100 veces
mas en eliminar el 90% de las bacterias presentes en el cultivo que 8 mg/L de SO,.

En la figura 43 se muestra el resultado del efecto del benzoato de sodio sobre el

numero de células viables.
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Figura 43: efecto del benzoato de sodio sobre la viavilidad de las bacterias acéticas.

En las condiciones de cultivo ensayadas, el benzoato de sodio fue ligeramente
mas efectivo en reducir la viabilidad de las bacterias acéticas. Se observa que ejerce un
efecto bacteriostatico leve para valores comprendidos entre 0-200 mg/L, ya que si bien
hay una reduccion inicial, los cultivos rapidamente se recuperan aumentando el niumero
de organismos viables en el tiempo. La reduccién en el nimero de células viables
observado en el medio control (sin conservante), puede indicar que una pequefia
reduccion pudo estar provocada por efectos ajenos al conservante.

Para valores del conservante comprendidos entre 300 y 650 mg/L, se observa una
marcada reduccién en la viabilidad de las bacterias, que comienza a recuperarse entre las
48-72 h. Finalmente, a concentraciones por encima de 650 mg/L, (800, 1000 y 1200
mg/L) se observa un efecto bactericida irreversible, que no permite la recuperaciéon del
cultivo. Estos valores concuerdan con lo reportado por (Eyles y Warth, 1989), pero aun
para concentraciones mayores, del orden de 1x10 7 UFC/mL.

Se determind el tiempo de reduccion decimal para las experiencias con
concentraciones de 800, 1000 y 1200 mg/L, siendo 917 min, 905 min y 762 min
respectivamente. Estos valores, al igual que para el sorbato de potasio, son 100 veces

superiores a los valores obtenidos para el didoxido de azufre, mostrando que
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concentraciones de benzoato de sodio de 800 y 1000 mg/L, tardan 100 veces mas en
eliminar el 90% de las bacterias presentes en el cultivo que 8 mg/L de SO,.

Para corroborar el efecto ejercido por los conservantes en condiciones de mayor
aireacion, que mejoren la transferencia de oxigeno, mejorando la capacidad de las
bacterias de crecer y multiplicarse, se realizaron experiencias de fermentacién acética
sobre medio AE, para concentraciones de sorbato de potasio de 650 mg/L y 1000 mg/L y
sobre un medio AE sin adicién de sorbato de potasio. En las figuras 44 y 45 se muestra la
evolucion en el tiempo de la concentracién de &cido acético y de biomasa,
respectivamente, para la experiencia control, y la experiencia con concentraciones de

sorbato de 1000 mg/L.
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Figura 44: efecto del sorbato de potasio sobre la produccion de acido acético.

150



Capitulo 5 - Produccién de vinagre de cerveza

[—=— 1000 mg/L; —e— Control

0,38
0,36—-
0,34—-
0,32—-

0,30

Biomasa (g/L)

0,28
0,26

0,24

Tiempo (h)

Figura 45: efecto del sorbato de potasio sobre el crecimiento de la biomasa.

De las graficas se observa que el sorbato de potasio a una concentracién de 1000
mg/L, ejercid6 un efecto inhibitorio en el crecimiento y multiplicacion de las bacterias
acéticas, que afectd la velocidad de produccion de acido acético. A diferencia de lo
observado en las experiencias en tubo de vidrio, donde 1000 mg/L produjo una inhibicion
irreversible en el niumero de células viables, en ésta experiencia el nimero de células
viables disminuyé levemente, manteniéndose en el mismo orden de magnitud, y
aumentando nuevamente después de las 2 h de experiencia. Estos resultados se
correlacionan con una mayor fase de latencia para la biomasa observada en el cultivo con
sorbato de potasio, la cual se determind a través de la absorbancia, la cual comienza a
aumentar luego de las 2 horas. En el medio control se observé un crecimiento sostenido
desde el inicio de la experiencia, tanto en biomasa como en nimero de células viables.
Estos resultados ponen de manifiesto que aun para valores de 1000 mg/L de sorbato de
potasio, en condiciones productivas de cultivo las bacterias acéticas solo “tardan” pocas
horas en recuperar su viabilidad, observandose pocos efectos en la produccion de acido

acético.
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La experiencia realizada para una concentracion de 650 mg/L, no mostrd
diferencias respecto del control, sin sorbato, poniendo de manifiesto la capacidad de las
bacterias acéticas de crecer, aun en presencia del conservante.

El Cbédigo Alimentario Argentino, permite dosis maximas para el sorbato de
potasio de 300 mg/L para bebidas gasificadas listas para consumir, 800 mg/L para
bebidas no gasificadas listas para consumir, 1000 mg/kg para jugos de fruta o jugos para
diluir y 1200 mg/kg para jugos concentrados de fruta. Segun los resultados obtenidos,
estas dosis serian efectivas en el control de bacterias del acido acético, aln cuando su
concentracién inicial fuera de 1x10’ UFC/mL, siempre que las condiciones de
conservacion eviten el contacto con el oxigeno. En condiciones de intensa aireacion vy
mezclado, incluso dosis de 1000 mg/L de sorbato de potasio serian insuficientes para
evitar la fermentacidon acética. Estos resultados difieren de lo estudiado por (Eyles y
Warth, 1989), quienes reportaron que una dosis de 1000 mg/L de sorbato inhibe

completamente el crecimiento.

Produccion de (vinagre de cerveza) a partir de efluentes de cerveceria

Produccion de dcido acético sobre cerveza y vinaza

Inicialmente se estudio la factibilidad de producir acido acético sobre cerveza, y
sobre vinaza, utilizando el etanol recuperado como se describié en el capitulo 3, para
suplementar inicialmente la vinaza hasta una concentracién igual a la de la cerveza, con
el objeto de estudiar el efecto de la destilacién y la factibilidad de utilizar ambos medios
en la produccién de etanol. Los ensayos de fermentacion acética se realizaron en
erlenmeyer de 1L, los cuales se inocularon con la cepa AA para obtener 1x108 UFC/mL.
No se agregd ningun nutriente en los medios. Para los ensayos se utilizd un tipo de
cerveza que no contiene SO,. Se determind la concentracién de etanol y acido acético en
el tiempo. La concentracién de etanol se mantuvo por encima de 0.7 %v/y,

suplementando ambos medios con etanol recuperado.
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En la figura 46 se presenta la evolucion del acido acético en funcién del tiempo

para ambas experiencias
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Figura 46: Produccion de acido acético sobre cerveza y vinaza.

Se comprobd que ambos medios se comportaron de manera similar, lo que indica
que tanto la cerveza como la vinaza suplementada con etanol pueden ser utilizados para
la produccién de vinagre de cerveza.

Se estudié el impacto de suplementar la cerveza con nutrientes comerciales en
cuya composicion se declara glucosa, extracto de levadura, fosfato de amonio, fosfato de
magnesio, sulfato de magnesio y otros minerales traza no especificados. Se realizaron
experiencias en erlenmeyer sobre cerveza, utilizando la cepa F. Uno de los medio se
suplementé con 2 g/L de nutrientes comerciales y el otro no se suplementé. Se realizo el
seguimiento de la concentracion de &cido acético y etanol en el tiempo, y la
concentracion de éste Ultimo se mantuvo por encima de 0.7 %v/v.

En la figura 47 se muestra la evolucion del acido acético para ambas experiencias.
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Figura 47: efecto del agregadode nutrientes comerciales sobre la produccién de acido acético.

Se observa que el agregado de nutrientes no tuvo un impacto en la duracién de la

fase de aclimatacién, pero si en la velocidad de produccién de acido acético.

Impacto de las condiciones de cultivo sobre la fermentacion acética y comparacion
de la performance de las distintas cepas estudiadas

Se evalud la performance de las cepas de bacterias acéticas aisladas previamente
por el grupo de trabajo y las cepas adquiridas comercialmente. Se realizaron ensayos de
fermentacion acética en erlenmeyer de 1L, conteniendo la misma clase de cerveza, los
cuales se inocularon para obtener 1x108 UFC/mL. Se utilizd cerveza libre de SO,.

Ambas cepas comerciales, F y C mostraron velocidades de produccion de acido
acético muy superiores a las cepas aisladas previamente por el grupo de trabajo. En la
figura 47 se muestra la evolucidon de acido acético en funcién del tiempo para las cepas

estudiadas.
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Figura 48: Velocidad de produccion de acido acético sobre cerveza para las 4 cepas estudiadas.

Como se menciond en la introduccion, el proceso de fermentacidon acética es una
oxidacion bioldgica, y al ser el oxigeno uno de los reactivos, la velocidad de produccion
de acido acético se ve fuertemente influenciada por el valor de esta variable (Gonzalez-
Saiz, et al., 2009; Jiménez-Hornero et al., 2009 I, II y III).

Se estudio la influencia de la agitacion y aireacion sobre la produccién de vinagre
de cerveza, realizando experiencias de fermentacidon en reactores tanque agitados (ver
figura 32) comparadas con experiencias realizadas en erlenmeyer de 1L. En la figura 49
se muestran tres experiencias sucesivas realizadas en el reactor tanque agitado,
utilizando cerveza suplementada con nutrientes comerciales en una concentracion de 2
g/L y etanol adicional en una concentracion de 4 g/L , utilizando la cepa AA. Se utilizé un
protocolo de fermentacion, donde una vez alcanzada una concentracion de acido acético
superior a 40 g/L, se retiro 1/3 del volumen de medio fermentado y se agrego el mismo
volumen de cerveza suplementada. En la figura 50 se muestra la comparacién del

desempefio para los sistemas mencionados, erlenmeyer y reactor.
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Figura 49: Performance de la cepa AA en el reactor tanque agitado.

En la figura 49 A y B se observa nuevamente la factibilidad de producir vinagre de
cerveza utilizando la cepa AA aislada previamente por el grupo de trabajo. La reduccion
en la produccién de acido acético y en el consumo de etanol de la tercera experiencia,
pone en evidencia que para valores de etanol inferiores a 4-5 g/L, se reduce la velocidad
de fermentacién posterior. Estos resultados concuerdan con lo reportado por varios
autores, que indican que valores inferiores a 4 g/L en la concentracion de etanol hacia el
final de la fermentacion, reducen considerablemente la viabilidad de las bacterias, debido
a la falta de fuente de energia para afrontar el estrés generado por la concentracion de
acido acético en el medio (Romero et al., 1994; Gonzalez-Saiz, et al., 2009; Jiménez-

Hornero et al., 2009 I, II y III).
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Figura 50: Velocidad de produccion de acido acético para erlenmeyer y reactores tanque agitados.

En la figura 50 se puede observar el efecto de los diferentes sistemas de aireacidn

en la velocidad de produccion de acido acético por la cepa AA.

Se determind el rendimiento de la fermentacion acética como:

g Acido acético producidos -

(16)

ac

getanol consumidos 2.,

a partir de las experiencias de la figura 49, resultando 0.975 + 0.036 g./get, Valor que
representa el 75 % del rendimiento tedrico para este tipo de fermentaciones, que
corresponde a que todo el etanol pase a acido acético y cuyo valor es 1.304 ga/Jet.

Para comparar el desempefio de la cepa industrial C, en el reactor tanque respecto
de la cepa AA, se realizaron sucesivas experiencias utilizando cerveza, suplementada con
nutrientes a una concentracién de 2 g/L y etanol en una concentraciéon de 4 g/L. Se
utilizé cerveza que no contiene SO,. En la figura 51 se presenta una grafica comparativa

de la evolucién del acido acético para ambas cepas, AAy C.
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Figura 51: Velocidad de produccion de acido en tanque agitado para las cepas AAy C.

De la figura podemos observar la notoria diferencia en cuanto a la velocidad de
produccion de acido acético, la cual es muy superior para la cepa comercial respecto de
la cepa aislada previamente por el grupo de trabajo. Se determind la velocidad de
produccion de acido acético para ambas cepas, siendo 0.601 g./L h para la cepa AA y
1.599 g./L h para la cepa comercial C. Por otro lado, al igual que para la cepa AA, se
determind el rendimiento de la fermentacién para la cepa comercial C, a partir de la
produccion de acido acético y el consumo de etanol presentados en la figura 52. El
rendimiento en este caso fue de 1.162 g../get, |0 que corresponde a un 89% del valor
tedrico.

Estos resultados permiten concluir que es factible producir vinagre de cerveza,
utilizando la cepa previamente aislada por el grupo de trabajo, AA, y también utilizando
la cepa comercial C. El rendimiento de la fermentacién acética fue un 20% superior para
la cepa industrial, con una productividad mas de dos veces superior a la cepa AA. En
base a estos resultados, para los ensayos de factibilidad de produccién de acido acético
sobre los demas efluentes de la industria cervecera, se utilizaron las cepas comerciales,

principalmente la cepa C, que fue mas tolerante a condiciones extremas como cortes de
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luz (falta de oxigeno) bajas concentraciones de etanol final en el medio, recuperando su

viabilidad mas rapidamente que la cepa comercial F.
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Figura 52: Performance de la cepa comercial C en el reactor tanque agitado.

Mezcla de cervezas de descarte

En el marco de esta tesis se propone el tratamiento de la fraccion liquida del
excedente de levaduras, y de la cerveza de descarte, utilizdndolos como medio para
desarrollar una fermentacion acética y convertir los efluentes en vinagre de cerveza.

Se preparé una mezcla de cervezas de descarte, en proporcion a las cervezas
rechazadas, valores que fueron proporcionados por la empresa adoptada como caso de
estudio. Esta mezcla se denomind MIX, y se estudid la factibilidad de utilizar este medio
(MIX) como materia prima en la fermentacién acética. Se siguié el mismo protocolo de
reposicion de medio, retirando 1/3 del volumen de vinagre de cerveza, y agregando el
mismo volumen (1/3) de MIX de cervezas suplementadas con nutrientes a una
concentracion de 2 g/L. La concentracion de etanol se mantuvo por encima de 0.7 v/v,
suplementando etanol recuperado, cuando fue necesario. En la figura 53 se presenta la
evolucion del acido acético en funcion del tiempo para sucesivas experiencias realizadas

con el MIX de cervezas utilizando la cepa comercial F.
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Figura 53: Performance de la cepa comercial F sobre el MIX de cervezas.

La cerveza que contiene SO, representa el 30% del volumen de cerveza de
descarte. Teniendo en cuenta que en la experiencia inicial se utilizd6 como indculo un
cultivo proveniente de los ensayos realizados sobre cerveza sin SO,, la concentracién de
SO, maxima obtenida en el fermentador, una vez realizado la reposicion de medio, fue

de:

mgS0, 30 1
L 100 3

mgSO,

27.8 =278 (17)

Este valor no mostré ningun efecto sobre la velocidad de produccion de acido
acético, la cual estuvo comprendida entre 1.2-1.6 g../L h, valores similares a los
obtenidos sobre cerveza libre de dioxido de azufre, y comparables con las velocidades
obtenidas a nivel industrial (Romero et al., 1994; Gonzalez-Saiz, et al., 2009; Jiménez-

Hornero et al., 2009 I, II y III).

Mezcla de la fraccion liquida del excedente de levaduras y la cerveza de descarte

La fraccion liquida del excedente de levaduras perteneciente a las distintas
cervezas, posee una concentracion de etanol de aproximadamente 6.9%v/v, valor 40 %

superior al de la mezcla de cervezas de descarte. La mezcla de ambos efluentes, en la
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misma proporcion utilizada en los ensayos de recuperacion de etanol, 25% cerveza de
descarte y 75% excedente de levaduras, posee una concentracion de etanol aproximada
de 6.3-6.4 %yv/v. Este valor permite obtener una mayor concentracién de acido acético
en el proceso de fermentacion acética, sin necesidad de suplementar el medio con etanol.

En primer lugar se preparé una mezcla de cervezas de descarte en las
proporciones que son vertidas en la industria adoptada como caso de estudio, con la
fraccion liquida del excedente de levadura de una de las clases de cerveza producida,
denominandola mezcla de efluentes 1. Las fracciones liquidas del excedente de levaduras
se centrifugaron durante 15’ a 3500 rpm para remover los sélidos y se filtraron utilizando
un equipo de filtracion al vacio con un filtro de 0,45 uym. Se sigui6é el mismo protocolo de
reposicion de medio, retirando 1/3 del volumen de vinagre de cerveza, y agregando el
mismo volumen (1/3) de mezcla de efluente 1 suplementado con nutrientes a una
concentracion de 2 g/L. Luego de 4 reposiciones de este medio, se continud la reposicion
con la mezcla de efluentes 2, la cual se prepard de igual modo que la mezcla de efluentes
1 pero utilizando la fraccién liquida del excedente de levaduras de la cerveza tipo 2. En la
figura 54 se presenta la evolucidn del acido acético para todas las reposiciones realizadas
con mezcla de efluentes 1 y 2. Las experiencias utilizando mezcla de efluentes 1,
corresponden a las primeras cuatro reposiciones de medio. Las experiencias
correspondientes a la mezcla de efluentes 2, inician donde lo indica la flecha, al tiempo
correspondiente a 600 h. Se determind la velocidad de producciéon de acido acético para
ambas mezclas de efluentes, las que fueron similares y estuvieron comprendidas en el

rango 1-1.1 g,/L h.
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Figura 54: Performance de la cepa comercial F sobre el MIX de cervezas.

Estos resultados demuestran que es factible utilizar el descarte de cerveza y la
fraccion liquida del excedente de levaduras, solos o combinados, para producir vinagre
de cerveza por fermentaciéon en cultivo sumergido. En la tabla 43 se presenta un
resumen de los resultados obtenidos sobre cerveza, MIX de cervezas y mezcla de

efluentes utilizando cepas comerciales.

Tabla 43: Rendimientos y productividad para las fermentaciones acéticas realizadas a partir de efluentes de la

industria cervecera.

Parametros Rendimiento  Productividad
Gac/Jet dac/L h
Cerveza 1.16 1.599
MIX descarte de cerveza 1.00 1.200-1.600
Mezcla de efluentes 1.20 1.100

Los valores de rendimiento obtenido son superiores al 75% del rendimiento
tedrico en todos los casos. Esto garantiza que un efluente que tenga una concentracién
de etanol minima de 45 g/L (5.7%vV/v), es suficiente para obtener una concentracién de
acido acético superior al 4%m/m, valor exigido por el Codigo Alimentario Argentino. Para

el vinagre de cerveza.
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Obtencion y caracterizacion del producto

Se determiné el residuo seco, las cenizas y se verificé |la precipitaciéon con alcohol
1+2, para verificar las exigencias del Cdédigo Alimentario Argentino, sobre 2 muestras de
vinagre de cerveza obtenida utilizando MIX de cerveza de descarte. Los valores se

presentan en la tabla 44.

Tabla 44: Analisis parametros exigidos por el Codigo Alimentario Argentino para vinagre de cerveza.

Residuo Seco Cenizas  Precipitaciéon Densidad
Muestras
(%m/v) (%m/v) Alcohol 1+2 (g/mL)
Exigencia CAA 1-2.5 < 0.25 Si 1.017-1.040
1 4.134 0.279 Si 1,0137
2 4.164 0,248 Si 1,0124

El valor para el residuo seco se encuentra por encima de lo establecido por el
Codigo en un 65%. Si se tiene en cuenta el contenido de carbohidratos remanentes de la
fermentacion, presentes en la cerveza de descarte, es de esperar residuos secos
superiores al 3%, y valores aun superiores cuando se utiliza la fraccion liquida del
excedente de levaduras, lo que compromete el cumplimiento de éste parametro. En
cuanto a las cenizas, también se observa un valor un 12% superior a lo exigido por el
CAA, lo que limita el agregado de aditivos permitidos (ver Anexo III para las exigencias
del CAA para el vinagre) con el objetivo de alcanzar la densidad necesaria para ingresar
al rango establecido por el CAA.

Una alternativa para poder cumplir con las exigencias del CAA, seria prolongar la
fermentacion acética hasta alcanzar concentraciones de acido acético superiores al 4%
m/v, para posteriormente rehidratar el producto, reduciendo sus valores de residuo seco
y cenizas, pudiendo cumplir los requisitos para estos parametros, y obtener un margen
para el agregado de aditivos permitidos que garanticen la densidad minima exigida.

El andlisis de precipitacion con alcohol 1+2, dio positivo para las muestras

estudiadas.
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Reactor piloto

Caracterizacion

Se montd el equipo y se realizaron diferentes ensayos de producciéon de &acido
acético, verificando que los sistemas de control de temperatura y de agitacion
funcionaron correctamente.

Se verificd el régimen de mezclado como se describié en materiales y métodos. Se
utilizd un volumen de reactor de 3.7 L (volumen necesario dado las caracteristicas de
construccién para la carga y la descarga), y un caudal de 360 mL/min, obteniendo un
valor para la tasa de dilucion D = 0.0973 min. Se realizaron dos experiencias
determinando la concentracion del trazador a la salida del reactor cada 1 min, durante un
lapso de 15 minutos. En la figura 55 se presentan las curvas para la funcion W(t) teorica
y experimental en funcidon del tiempo. Los resultados demuestran que el patrén de
mezclado es muy similar al de mezcla completa, pudiendo adoptarse esta asuncion para

las futuras determinaciones.

—a— Experimental
1,0 H —e— Experimental
—A— Teorico
0,8 -
= 06+
=
0,4 -
0,2
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
-2 0 2 4 6 8 10 12 14 16
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Figura 55: Curvas tedrica y experimental para la concnetracion de trazador a la salida del rector en funcion del

tiempo.
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Se determind el coeficiente de transferencia de oxigeno K,a, mediante un disefno
experimental con 2 factores en tres niveles. La tabla con los valores que adopto cada
variable, junto a los valores correspondientes de K,a obtenidos en cada caso se
presentan en la tabla 45. En la tabla 46 se presenta el analisis de la varianza (ANOVA)
para la variable de respuesta. En la figura 56 se presentan el diagrama de Pareto para el

efecto sobre la respuesta en funcion de las variables estudiadas.

Diagrama de Pareto Estandarizada para KLa

B:rpm

]

A:Temperatura
AB

BB

AA

——up

3 6 9 12 15
Efecto estandarizado

Figura 56: Efectos principales de las variables estudiadas y sus interacciones.

Tabla 45: Disefio experimental y variable de respuesta para K.a del reactor piloto.

Temperatura  Agitacion K.,a

(°C) (rpm) (h™)
27 800 88,6
30 1100 114,8
30 800 98,9
27 1400 133,2
33 1100 120
30 1400 133,6
33 1400 143,4
27 1100 116,4
33 800 102,7
27 800 99,8
30 1100 120,6
30 800 100,9
27 1400 123,7
33 1100 127,7
30 1400 139,9
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33 1400 149,3
27 1100 108,1
33 800 110,6

Tabla 46: Andlisis de la varianza K.a del reactor piloto.

Fuente Suma de Cuadrados G/ Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
A:Temperatura 586,601 1 586,601 29,19 0,0002
B:rpm 4092,21 1 4092,21 203,62 0,0000
AA 1,03361 1 1,03361 0,05 0,8248
AB 14,8513 1 14,8513 0,74 0,4083
BB 2,45444 1 2,45444 0,12 0,7333
bloques 46,7222 1 46,7222 2,32 0,1555
Error total 221,069 11 20,0972

Total (corr.) 4964,94 17

R? = 95,54%; R?(ajustada) = 93,69%; Error estandar del est. = 4,48

Se observa que ambas variables ejercen un efecto positivo (diagrama de pareto) y
significativo a un 95 % de confianza (ANOVA) sobre la variable de respuesta, K,a. El
diseno permitié establecer un modelo estadistico para predecir la respuesta en funcion de

las variables experimentales. Se presenta a continuacion:

K,a [h™|=91,289-2,723xT - 0,00301xrpm + 0,0565x T* + 0,00151*T*pm + 0,00000870*rpm’  (18)

Produccion de dcido acético en medio AE 5e

Se realizaron sucesivas experiencias de produccion de acido acético utilizando la
cepa comercial C sobre AE 5e, a modo de tener un parametro control de la fermentacion.
Se utilizé un volumen de 4L en el reactor, a una velocidad de agitacion de 600-1500 rpm.
Se determind la concentracién de acido acético, etanol y biomasa en funcién del tiempo
mediante las técnicas descriptas en materiales y métodos. Se determind la concentracion
de oxigeno disuelto al inicio y final de la experiencia. En la figura 57 se muestran las

experiencias realizadas:
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Figura 57: Experiencias de produccion de acido acético sobre medio AE 5e en el reactor piloto.

Modelado cinético

Se analizaron los resultados para la formaciéon de biomasa y produccion de acido
acético. La biomasa mostré un crecimiento constante en el tiempo, por lo que se propuso
un modelo de orden 1 para el crecimiento de la biomasa. Por otra parte, la produccion de
acido acético estuvo directamente asociada al crecimiento de la biomasa, por lo que para
representar la formacion de producto se propuso un modelo que vincule ésta a la
produccion de biomasa mediante un coeficiente de rendimiento.

Para el planteo del modelo se consideraron las siguientes asunciones:

a) la mezcla en el reactor es suficiente para garantizar que la composicion fue la
misma en todos los puntos.

b) la viabilidad celular fue superior al 99 %, no considerandose términos de
muerte celular en el modelo. Cabe destacar que ésta asuncion es una de las mas
comprometidas, dado el efecto del oxigeno disuelto, del acido acético y del etanol final
sobre la viabilidad de las bacterias. En este sentido, a través de las mediciones de
oxigeno disuelto realizadas en el reactor, se corroboré que su concentracién en el medio

estuvo siempre por encima de 1.5 mgO,/L. En las experiencias utilizadas para el calculo
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de los parametros del modelo, la concentracion de etanol fue superior al 0.5 %m/v. Estos
valores, de oxigeno disuelto y concentracién de etanol, sumado a que los valores de
acido acético estuvieron por debajo del 5 %m/v, permiten asumir una viabilidad superior
al 95%, como fue reportado previamente en la literatura (Gonzalez-Saiz, et al., 2009;
Jiménez-Hornero et al., 2009 I, II y III).

c) la agitacion es adecuada, garantizando que la transferencia de masa no es
limitante del proceso de fermentacion acética.

Las ecuaciones que describen la multiplicacién de la biomasa y la producciéon de

acido acético son las siguientes:

dt M. (19)
dp
E=Yp/xﬂacx (20)

donde .. es la velocidad especifica de crecimiento de la biomasa de bacterias acéticas en
h''; x, y P representan las concentraciones de biomasa y acido acético respectivamente,
expresadas en g/L. Ypx es el coeficiente de rendimiento acido acético, (Gacido
acético/gbiomasa) '

Para determinar los valores de los parametros cinéticos que mejor permiten
predecir los valores experimentales, se minimizo la desviacion cuadratica media relativa,
entre los valores experimentales y los valores predichos por el modelo (Weisberg, 2005).

En la figura 58 se presentan los valores experimentales y los valores predichos

por el modelo para tres experiencias sucesivas.
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Figura 58: Valores experimentales y valores predichos por el modelo para la produccion de acido acético y el

crecimeinto de la biomasa.

Si bien se observan algunas desviaciones entre el modelo y los valores
experimentales, sobre todo en tiempos medios de las experiencias, éste permite un
adecuado ajuste de los datos experimentales. El valor de las constantes fue: pa..= 0.0194

h-l y Yac/x=26-37 Gacido acético/gbiomasa-

Produccion de vinagre de cerveza

Se realizaron sucesivas experiencias de produccion de vinagre de cerveza en el
reactor piloto sobre cerveza libre de SO,, suplementada con 2 g/L nutrientes comerciales,
utilizando la cepa comercial C. Se determiné la concentracién de acido acético y etanol
en funcidn del tiempo. En la figura 59 se presentan los resultados obtenidos para el acido

acético en funcién del tiempo.
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Figura 59: Experiencias de produccion de vinagre de cerveza en el reactor piloto
En la tabla 47 se presenta el promedio de los valores para el rendimiento,

productividad y duracién de los ciclos de fermentacién para las experiencias realizadas

sobre medio AE 5e y sobre cerveza.

Tabla 47: Comparacion de la produccion de acido acético sobre medio AE 5e y sobre Cerveza.

Parametros Medio de cultivo AE Cerveza
Rendimiento (gac/get) 1.16-1.24 1.00-1.10
% respecto del tedrico 89-95% 77-84%
Productividad (ga/L h) 0.905 £+ 0.103 1.443 + 0.168
Duracion ciclo de fermentacion (h) 14.55 £ 2 9.35 + 1.88

De los resultados presentados en la tabla se puede observar que la fermentacion
acética sucede mas rapidamente sobre cerveza respecto del medio AE 5e, sin embargo,
el productividad es inferior, manteniéndose rendimientos cercanos al 80% del valor

tedrico. Estos resultados confirman la factibilidad de producir vinagre de cerveza a partir

de efluentes de cerveceria.
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Evaluacion econéomica

Se propuso un proceso de tratamiento de la cerveza de descarte y de la fraccion
liguida del excedente de levaduras, mediante la produccién de acido acético por
fermentacion en cultivo sumergido. El esquema 7 se presenta en la figura 60. Se realizd
un analisis econémico considerando el costo operativo del proceso vy el crédito obtenido
por la produccién de vinagre de cerveza. El precio de venta de vinagre se estimé en un
60% del valor de venta de vinagre de manzana a granel en Argentina, representando un
valor de 4.25 $/L.

El costo de electricidad consumida en las bombas es despreciable frente a los
otros costos considerados, no asi el costo de separacidon de los sélidos iniciales y filtracion
de la mezcla de efluentes, como de la etapa de fermentacion, que se mencionan
anteriormente en materiales y métodos.

Se tuvo en cuenta ademas el costo de 4 empleados (1 por turno de 8 horas y un
encargado general). Se contempldé ademas un tanque para almacenar la mezcla de
efluentes filtrados, como asi también un tanque de almacenamiento de producto, ambos

con capacidad para 2 dias de operacién, con un volumen de 45 m?>.

Almacenamiento
efluente filtrado

Mezcla de
efluentes

,_Q---—--—-a Filtro

Fermentacién
Acética Almacenamiento
vinagre de cerveza
]
é Filtro
producto

[
>

Figura 60: Esquema 7, tratamiento de la mezcla de efluentes mediante ferntacon acética en cultivo sumerjido.
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En la tabla 48 se resumen los costos operativos y de inversién de capital
incluyendo una amortizacién en un periodo de 15 afios para los equipos contemplados en
la inversidon de capital. Los valores se expresan en pesos argentinos considerando un
factor de conversiéon 1U$D = 8.55 $ Argentinos.

Como indicadores econémicos se determind la TIR, VAN vy el periodo de recupero
del capital para cada alternativa, analizando un lapso de 15 afios con periodos de pago

anual.

Tabla 48: resumen de la evaluacion econémica de las alternativas propuestas para el tratamiento de la vinaza.

Esquema 7
Costos variables $/ano
Tratamiento de efluentes 14640
Empleados 836100
Electricidad 140000
Otros costos
Amortizacion de capital 321687
Total anual 1312427
Crédito
Vinagre 33660000
Utilidad anual 32347573
Inversion de capital $
Fermentador y filtro de producto 3575000
Centrifuga Decanter 410000
Filtro de efluentes 600000
Tanques 240300
Total 4825300
Variables econdmicas
TIR (anual) 670 %
VAN 121271697 $
Recupero del capital (meses) 2
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Como se observa en la tabla, este proceso de tratamiento y valorizacion de

efluentes de la industria cervecera, es altamente rentable, eliminando practicamente las

necesidades de tratamiento. Si bien la inversion inicial es un monto considerable, el

periodo de recupero del capital es de 2 meses.

Conclusiones parciales

El estudio del efecto de distintos conservantes presentes en cervezas y en
alimentos sobre la fermentacion acética, mostré que una concentraciéon mayor o
igual a 8 mg/L de SO,, 800 mg/L de sorbato de potasio y 650 mg/L de benzoato
de sodio, tienen un efecto bactericida sobre las bacterias acéticas,

comprometiendo la correcta performance de la fermentacion.

Se demostrd que los efluentes de la industria cervecera, cerveza de descarte y
mezcla de efluentes, son medios adecuados para la fermentacién acética,
obteniéndose rendimientos y productividades similares a las reportadas por otros

autores a nivel industrial.

Se disefié y construyd un fermentador piloto, el cual permitié estandarizar los
ensayos respecto de las variables oxigeno disuelto y temperatura. Se propuso un
modelo cinético para el crecimiento de la biomasa y la produccién de acido

acético, que permitié un correcto ajuste de los datos experimentales.

Se propuso un esquema para el tratamiento de la mezcla de efluentes,
utilizdndolos como medio en una fermentacién acética para obtener vinagre de
cerveza. Se realizd un analisis econdmico del mismo, que puso de manifiesto la
elevada rentabilidad del proceso, dado por el elevado valor del VAN, con un

periodo de recupero del capital de 2 meses.
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Capitulo 6: Proceso integrado para el tratamiento de efluentes

de la industria cervecera.

En los capitulos anteriores se demostrd la factibilidad técnica de tratar los

efluentes cerveza de descarte y fraccion liquida del excedente de levaduras a través de

tres procesos:

1)

2)

3)

Recuperacién de etanol por destilacion de la mezcla de efluentes. Este proceso
permitié reducir la carga organica en un 60%, generando un nuevo efluente, la
vinaza, que por su elevada carga organica puede seguir representando
inconvenientes para los sistemas de tratamiento. Este proceso mostré alta
rentabilidad con tempos de recupero del capital de 15 meses.

Hidrodlisis y fermentacion de la vinaza. Este proceso toma el efluente del proceso
anterior y reduce su carga organica en un 70%, dejando un efluente con una
carga organica del 12% del valor inicial de los efluentes, y una DQO 6-7 veces
superior a la de las aguas residuales, lo que lo vuelven mas manejable dentro de
la mismas instalaciones convencionales de tratamiento. Este proceso en si mismo
no es rentable. Por su origen, surge como alternativa de tratamiento a la vinaza
generada en el proceso 1. En el presente capitulo se analizard su viabilidad
economica acoplada el proceso 1, en comparacion con la alternativa de
tratamiento anaerdbico convencional utilizado actualmente en la empresa
adoptada como caso de estudio.

Produccion de vinagre de cerveza. Este proceso practicamente elimina la carga
organica a tratar, ya que todo el efluente pasa a formar parte del producto final.
Es el proceso mas rentable, con un VAN 1 orden de magnitud superior a los

demas proyectos, y un periodo de recupero del capital de 2 meses.
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Se realizd una evaluacion econdmica del tratamiento convencional de los
efluentes, construyendo un sistema anaerdbico similar al que hoy dispone la empresa
adoptada como caso de estudio. Se asumieron los costos de construccion y operacion
presentados en la tabla 7. Al igual que en los procesos anteriores, se contemplo una
centrifuga para separar los sélidos del excedente de levaduras y un tanque que permita
almacenar el efluente previo al tratamiento, con capacidad de 2 dias de operacion, de 45
m?. Se consideraron 4 empleados, 1 por turnos de 8 horas y un encargado, y se asumio
la remocion total de la carga orgdnica. Se analizé también el escenario en que la planta
posea la capacidad para absorber el tratamiento de dichos efluentes en la misma
instalacion que dispone. En la tabla 49 se presenta el andlisis econdmico de estas

alternativas.

Tabla 49: Evaluacion econdmica del tratamiento convencional en un reactor UASB.

Con construccion  Sin Construccion

Costos variables $/ano $/ano
Tratamiento de efluentes 753180 753180
Empleados 836100

Electricidad 50000 50000

Otros costos

Amortizacién de capital 257433 35133
Total anual 1896713 838313
Crédito

Gas 107421 107421
Utilidad anual -1789292 -730892
Inversion de capital $ $
Reactor UASB 3334500

Centrifuga Decanter 410000 410000
Tanques 117000 117000
Total 3861500 527000
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Variables econémicas
TIR (mensual) - -
VAN - -

Recupero del capital (meses) - -

De la tabla se puede observar que esta alternativa representa un gasto superior a
1700000 $/afio. AUn si no se contemplara la inversion de capital del reactor, ni los
empleados, asumiendo que la capacidad actual de la planta de tratamiento podria
abarcar los efluentes estudiados, esta alternativa representa un costo de anual superior a

los 730000 $.

En los capitulos 3 y 4 se estudiaron los procesos de recuperacion de etanol y
tratamiento de las vinazas mediante hidrdlisis y produccién de etanol, respectivamente.
Los esquemas estudiados en el capitulo 4, cuando se analizaron separados de los
esquemas presentados en el capitulo 3, mostraron no ser rentables en si mismos,
presentando una utilidad negativa del orden de los 500000 $/afio. Por otra parte, los
esquemas analizados en el capitulo 4, toman como efluente inicial, el generado enlos
esquemas del capitulo 3, por lo que se propuso un esquema integrado para estos
procesos, mas especificamente una integracién de los esquemas 3 y 6, con produccién de
alcohol potable, denominado esquema 8.

Se simuld el sistema para establecer el consumo de energia en la etapa de
hidrélisis y destilacidén y se realizé una evaluacidon econdmica del proceso. En la figura 61

se presenta el esquema propuesto.
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Figura 61: Esquema 8. Proceso integrado para la recuperacion y produccion de etanol

El esquema simulado permite obtener un producto con una concentracion
deetanol superior al 94 %m/m, cumpliendo las especificaciones para el alcohol de uso
alimentario (ver Anexo I). El consumo de calor obtenido en los re-hervidores de las
columnas despojadoras y rectificadoras, fue de 81546, 49337, 11891 y 55807 Kcal/h
respectivamente. Para elevar la temperatura de la vinaza hasta el valor de la
temperatura de hidrdlisis se consumieron 15330 Kcal/h, totalizando un consumo de calor
por el esquema de 213900 Kcal/h. Con la configuraciéon simulada se logra obtener una
recuperacion superior al 99,5% del etanol que ingresa al sistema, con un consumo
especifico de 3156 Kcal/Kg etanol. Se analizaron 2 escenarios, uno donde un reactor
UASB es construido para tratar el efluente generado, y otro donde el efluente es tratado

en las instalaciones actuales de la planta.
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Tabla 50: Analisis econdmico del proceso integrado para la recuperacion y produccion de bioetanol.

Esquema 8

Sin UASB Con UASB
Costos variables $/ano $/ano
Vapor 491285 491285
Acido y base 256000 256000
Tratamiento de efluentes 92110 92110
Empleados 836100 836100
Electricidad 100000 100000
Otros costos
Amortizacién de capital 415013 441947
Total anual 2190508 2217442
Crédito
Etanol 5491290 5491290
Gas 13450 13450
Utilidad anual 3314232 3287298
Inversion de capital $ $
Hidrolisis y Fermentacién 2885000 2885000
Reactor UASB 404000
Centrifuga Decanter (2) 810000 810000
Sistema de destilacién 2137000 2137000
Tanques 393200 393200
Total sin UASB 6225200 6629200
Variables econdmicas
TIR (mensual) 53 % 49 %
VAN 8348352 $ 7898500 $
Recupero del capital (meses) 23 24

Del analisis de la tabla 50, podemos observar que el proceso integrado para el
tratamiento de la mezcla de efluentes, mediante la recuperacion y produccién de

bioetanol es rentable, con un VAN mayor a cero, con un periodo de recupero del capital
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de 25 meses. Este valor es la mitad del limite maximo normalmente establecido por los

inversores (48 meses).

En la tabla 51 se presenta una comparacion de los principales indicadores
econodmicos para los procesos:
a) Recuperacion de etanol potable, y tratamiento de la vinaza en un UASB nuevo.
b) Recuperacion de etanol, hidrdlisis y fermentacion de la vinaza para obtener alcohol
potable y tratamiento del efluente generado en un UASB nuevo.
c) Recuperacion de etanol, hidrélisis y fermentacién de la vinaza para obtener alcohol
potable y tratamiento del efluente generado en las instalaciones existentes.
d) Produccion de vinagre de cerveza y tratamiento en las instalaciones existentes.

e) Construccién de UASB para el tratamiento de los efluentes.

Cabe destacar que no se contempld un proceso donde la vinaza se trate en el
UASB existente, por representar una carga organica cercana al 40 % del valor inicial, en
cambio, el efluente generado luego de hidrolizar y fermentar la vinaza, contiene sélo un

10% del valor inicial, por esto se contemplaron los dos escenarios en este caso.

Tabla 51: Analisis econdmico del proceso integrado para la recuperacion y produccion de bioetanol.

Variables econdmicas a b C d e
Costo inversion ($) 3334780 6629200 6225200 4825300 3861500
Costo operativo ($/afio) 1893608 2217442 2190508 1312427 1896713
Utilidad ($/afo) 2606405 3287298 3314232 32347573 -1789292
TIR (% anual) 78 49 53 670 -
VAN ($) 7874907 7898500 8348352 121271697 -
PRI (meses) 15 24 23 2 -

Carga organica a ser
tratada en UASB (%)

40 12 12 2 -
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Del analisis de la tabla 51 se observa que el proceso mas conveniente es la
produccion de vinagre de cerveza (d), ya que minimiza la carga organica a ser tratada de
modo convencional, con una excelente rentabilidad. Por el contrario, el tratamiento
convencional es la peor alternativa, ya que representa un gasto para la industria. Desde
el punto de vista de la reduccion en la carga orgadnica a ser tratada de modo
convencional, en segundo lugar se encuentran los procesos b y ¢, donde el etanol es
recuperado y las vinazas utilizadas para producir etanol adicional. Estas alternativas tiene
un VAN superior al proceso donde solo el etanol contenido inicialmente en los efluentes
es recuperado, y las vinazas tratadas de modo convencional (a). Igualmente la seleccién
de estas alternativas depende de la posibilidad de tratar la vinaza en las instalaciones
existentes, del costo de oportunidad del capital y del precio al cual los subproductos,

especialmente el etanol puede ser comercializado.

Dada la rentabilidad de los procesos propuestos, la posibilidad de cada uno
dependerd en gran medida de capacidad de colocar en el mercado el producto de valor
agregado obtenido. Dado que el mercado Nacional de vinagres, comercializa un total de
30 millones de litros al afio y que el proceso propuesto generaria 7.92 millones de litros
de vinagre por afio, su colocacién en el mercado podria verse obstaculizada. En cambio el
mercado del bioetanol es mucho mas amplio, teniendo en cuenta ademas la posibilidad

del uso interno del alcohol producido, para la elaboracion de licores.

En la tabla 52 se describen ventajas y desventajas de posibles procesos
combinados de produccion de vinagre de cerveza y produccion de alcohol, teniendo en
cuenta las posibles dificultades de insercion en el mercado, sobre todo del vinagre de

cerveza.
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Tabla 52: Analisis economico del proceso integrado para la recuperacion y produccion de bioetanol.

Procesos de tratamiento

Ventajas

Desventajas

1) Proceso integrado para la produccion de
bioetanol utilizando la totalidad de los

efluentes

*La carga organica se reduce al 12% del valor

inicial
*Se tratan los efluentes a través de un
proceso rentable.

*No hay que desarrollar mercado.

2) Produccién de vinagre de cerveza

utilizando la totalidad de los efluentes

*La carga organica practicamente se elimina.

*El proceso de tratamiento es altamente

rentable.

*Requiere desarrollar mercado a nivel

nacional o internacional.

3) Produccién de vinagre de cerveza
utilizando solo la cerveza de descarte. Uso
del excedente de levaduras para recuperar y

producir bioetanol

*Si se mantienen las proporciones, la carga

organica se reduciria al 9.5% del valor inicial.

*Se producirian 1980000 L de vinagre de
cerveza, volumen mas adaptables a los
valores del mercado nacional.

*Parte del etanol podria ser usado para
suplementar la fermentacién acética.
*Flexibilidad para ajustar los valores del
vinagre exigidos por el CAA.

*Puede implementarse en etapas.

*Requiere desarrollar mercado a nivel
nacional o internacional.

* Mayor complejidad de la instalacion.

181




Capitulo 6 — Proceso integrado para el tratamiento de efluentes de la industria cervecera

4) Destilacion de la mezcla de efluentes, uso
de parte de la vinaza para producir etanol y
parte, suplementada con etanol para

producir vinagre de cerveza

*La carga orgdnica maxima a tratar es del
12%, siendo menor cuanto mas vinagre se
produzca.

*Puede implementarse en etapas.

*La destilacién del medio garantiza las
condiciones sanitarias adecuadas para una
correcta fermentacién acética.

*Flexibilidad para ajustar los valores del
vinagre exigidos por el CAA.

*Aprovecha los carbohidratos de parte de la

vinaza para producir mas etanol.

*Requiere desarrollar mercado a nivel
nacional o internacional.

* Mayor complejidad de la instalacion.
*Caracteristicas organolépticas inferiores

del vinagre
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Capitulo 7: Conclusiones generales y trabajos futuros.

En el presente trabajo se estudio el tratamiento de ciertos efluentes liquidos de la
industria cervecera, de alta carga organica, mediante procesos no convencionales. Se
propuso el tratamiento de la cerveza de descarte y de la fraccion liquida del excedente de
levaduras, mediante dos procesos principales: el primero, integra la recuperacién de
etanol con la hidrélisis y fermentacion alcohdlica posterior de la vinaza y el segundo
utiliza la fracciéon liquida de los efluentes como medio para llevar a cabo una

fermentacion acética.

La sola recuperacion del etanol a través de un proceso de destilacion, permitid
reducir la carga organica de estos efluentes en un 60%. Se simuld un sistema capaz de
obtener etanol proximo al azedtropo, contemplando la separacién de los componentes
volatiles que acompafian el etanol, dentro del mismo sistema, para cumplir con las
exigencias del Cddigo Alimentario Argentino para el alcohol etilico potable. Este sistema
presentd un consumo de 3021 Kcal/Kg etanol. Este proceso generd un nuevo efluente, la
vinaza, que contiene el remanente de la carga organica de los efluentes.

La hidrolisis acida de la vinaza y la posterior fermentacion alcohdlica de los
azUcares reductores obtenidos, permitid producir etanol adicional, que luego de ser
removido por destilacidn, logré reducir la carga organica de las vinazas en un 70%,
reduciendo la carga orgdnica de los efluentes en un 88%. Se estudiaron las principales
variables involucradas en el proceso de hidrolisis, concentracion de acido, tiempo y
temperatura, y se determinaron las condiciones que permitieron obtener el mayor
rendimiento de azlcares reductores al menor costo. Se estudiaron las principales
variables involucradas en la fermentacion alcohodlica de la vinaza, y se establecid un

modelo cinético para la fermentacién alcohdlica.
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Se realizé un analisis econdmico individual y conjunto, que demostrod la viabilidad
del proceso integrado, el que presentd un valor actual neto de la inversién superior a
cero, una tasa interna de retorno mayor al 50% anual y un periodo de recupero del

capital de 24 meses.

Se estudido la factibilidad de utilizar los efluentes como medio para una
fermentacion acética. En este proceso, como el efluente pasa a formar parte del
producto, practicamente se eliminan las necesidades de tratamiento. Se estudio el efecto
de conservantes de uso corriente en alimentos, SO,, sorbato de potasio y benzoato de
sodio, sobre la viabilidad de bacterias acéticas. Se establecieron las concentraciones
minimas que pueden generar inconvenientes durante la fermentacién y se propusieron
alternativas para subsanar estos inconvenientes. Se demostré que todos los efluentes

como sus mezclas, son aptos para llevar a cabo una fermentacién acética adecuada.

Se disefid, construyd y montd un reactor piloto aerdbico para llevar a cabo las
fermentaciones acéticas, confirmando los resultados obtenidos, lo que permitid
establecer un modelo cinético para la producciéon de acido acético y la formacion de
biomasa, las que estuvieron estrechamente relacionadas. Finalmente se realizd un
analisis econdmico que demostrd la gran rentabilidad del proyecto, con un valor actual

neto muy superior a cero, y una tasa interna de retorno de 2 meses.

Finalmente se propusieron distintas combinaciones de los procesos estudiados, en
relacidon a subsanar posibles inconvenientes en la colocacién de los productos obtenidos
(etanol y vinagre de cerveza) en el mercado, minimizando la carga organica remanente a

tratar.
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Los estudios llevados a cabo en esta tesis ponen de manifiesto el potencial de
éstos efluentes, cerveza de descarte y excedente de levaduras para ser utilizados como
materia prima de procesos productivos, pudiendo ser utilizado para obtener otros
productos de mayor valor agregado, como acidos grasos, antibiéticos, proteinas de

interés biotecnoldgico, biomasa (para ingredientes activos), etc.

A partir de los resultados de la presente tesis, surgio como desafio implementar
procesos similares de valorizacién y tratamiento para efluentes de la industria de
produccion de sidra. En estas industrias se generan efluentes similares al excedente de
levaduras y a la cerveza de descarte, y los vertidos representan un porcentaje superior a
los de la industria cervecera, debido a la localizacién de las plantas productoras lejos de
las plantas embotelladoras, aumentando las pérdidas por trasiego. Ademas el producto
terminado (sidra) a diferencia de la cerveza, es endulzada con diferentes concentraciones
de azucares simples, directamente fermentables por levaduras, por lo que se podria
llevar a cabo la fermentacién de los efluentes, sin separar previamente el etanol. Esta
estrategia, debe ser estudiada desde el punto de vista de la conveniencia econémica de

separar el etanol o no, previo a la fermentacion alcohdlica.

Para continuar y profundizar esta linea de investigacion se solicitd una Beca

Interna Posdoctoral del Conicet en la convocatoria 2014-2015.
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ANEXO I: Especificaciones del Codigo Alimentario Argentino

para el Etanol

Secretaria de Politicas, Regulacién e Institutos y Secretaria de Agricultura, Ganaderia,
Pesca y Alimentos

CODIGO ALIMENTARIO ARGENTINO

Resolucion Conjunta 86/2008 y 339/2008

Modificacién.

Bs. As., 23/4/2008

VISTO la Ley 18.284, el Capitulo XVI del Cédigo Alimentario Argentino, las Resoluciones
M. S.y A. S. N0 3/95, 79/95, 110/95 y 433/97 y el Expediente N° 1-47-2110-1337-03-1
del Registro de la Administracién Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia
Médica vy,

CONSIDERANDO:

Que las presentes actuaciones se originan a través de una solicitud de la Camara
Argentina de Destiladores Licoristas y algunos representantes de la Camara de
Elaboradores de Whisky.

Que por Resolucion del ex Ministerio de Salud y Accidn Social N° 433/97 se incorpor¢ al
Codigo Alimentario Argentino la Resolucion GMC N° 143/96 referida al Destilado
Alcohdlico Simple.

Que por Resoluciéon del ex Ministerio de Salud y Accion Social N°© 110/95 se incorpor¢ al
Cddigo Alimentario Argentino la Resolucion GMC N°© 77/94 referida a Bebidas Alcohdlicas
(con excepcidén de Fermentadas), Definiciones.

Que por Resoluciéon del ex Ministerio de Salud y Accién Social N© 79/95 se establece la

vigencia de las Condiciones para la Autorizacién de la Fabricaciéon, Fraccionamiento y
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Comercializacidon de Licor Extra Seco y Licor Seco o Bebida Espirituosa Seca y Cafia y
Caina Doble.

Que por Resolucion del ex Ministerio de Salud y Accidon Social N© 3/95 se incorporaron al
Cddigo Alimentario Argentino las Resoluciones GMC N° 20/94 y 46/93 referidas a Bebidas
Alcohdlicas, Definiciones y a Reglamento Técnico Mercosur de Aditivos
Aromatizantes/Saborizantes.

Que mediante la Actuacidon Simple N°© 7678/02 la Camara Argentina de Destiladores
Licoristas de la Republica Argentina solicitd la incorporacion al Cddigo Alimentario
Argentino de la asignacién de aditivos y sus concentraciones maximas para las bebidas
alcohdlicas, con excepcidon de las fermentadas, que se propusieran en la Recomendacion
N©° 5/00 del Subgrupo de Trabajo 3 del Mercosur.

Que la Comision Nacional de Alimentos ha tratado el tema expidiéndose favorablemente
y sefalando que corresponde la inclusidn de la leyenda pertinente a fin de acotar el limite
maximo de aditivos cuando se utilizan en forma conjunta de acuerdo a los
requerimientos establecidos por la Resolucion Grupo Mercado Comudn NO© 52/98
"Reglamento Técnico Mercosur sobre Criterios para asignar funciones de aditivos,
aditivos y sus concentraciones maximas a todas las categorias de alimentos", segun
consta en el acta N° 54/2002.

Que se publicé en internet la modificacion propiciada a fin de someterlo a discusion
publica, no habiéndose recibido objeciones a su respecto. 39

Que es necesario mantener actualizadas las normas del Cédigo Alimentario Argentino
adecuandolas a los adelantos técnicos producidos en cada materia.

Que en virtud de lo expuesto resulta necesario derogar los articulos 1111, 1118, 1123,
1124, 1125, 1126, 1127, 1127 bis, 1129 bis, 1130, 1131, 1132, 1134, 1135 y 1136,
sustituir los articulos 1108, 1109, 1110, 1113, 1114, 1115, 1116, 1117, 1119, 1120,
1121, 1122, 1125 bis, 1128, 1129, 1129 tris, 1133 y 1136 bis del Cédigo Alimentario
Argentino, e incorporar el articulo 1136 tris al mencionado cuerpo legal.
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Que la Comision Nacional de Alimentos ha intervenido, expidiéndose favorablemente
respecto de la incorporacién propuesta.

Que los Servicios Juridicos Permanentes de los organismos involucrados han tomado la
intervencion de su competencia.

Que se actua en virtud de las facultades conferidas por el Decreto 815/99.

Por ello,

LA SECRETARIA DE POLITICAS, REGULACION E INSTITUTOS Y EL SECRETARIO DE
AGRICULTURA, GANADERIA, PESCA Y ALIMENTOS RESUELVEN:

Articulo 19 — Sustitlyase el articulo 1108 del Cédigo Alimentario Argentino que quedara
redactado de la siguiente manera: "Art. 1108: Destilado Alcohdlico Simple es el producto
con una graduacion alcohdlica superior a 54% vol. e inferior a 95% vol. a 20 °C,
destinado a la elaboracién de bebidas alcohdlicas y obtenido por la destilacion simple o
por destilo-rectificacion parcial selectiva de mostos y/o subproductos provenientes
Unicamente de materias primas de origen agricola de naturaleza azucarada o amilacea,
resultante de la fermentacién alcohdlica.

La destilacidon deberd ser efectuada de forma que el destilado presente aroma y sabores
provenientes de las materias primas utilizadas, de los derivados del proceso fermentativo
y de los formados durante la destilacion.

Art. 20 — Sustitiyase el articulo 1109 del Cdédigo Alimentario Argentino que quedara
redactado de la siguiente manera: "Art. 1109: Alcohol Etilico Potable de Origen Agricola
es el producto con una graduacion alcohédlica minima de 95% Vol. a 20 °C, obtenido por
la destilo-rectificacion de mostos provenientes Unicamente de materias primas de origen
agricola, de naturaleza azucarada o amilacea, resultante de la fermentacién alcohdlica,
como también el producto de la rectificacion de aguardientes o de destilados alcohdlicos
simples. En la denominacion del alcohol etilico potable de origen agricola, cuando se
haga referencia a la materia prima utilizada, el alcohol deberd ser obtenido
exclusivamente de esa materia prima.”
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ESPECIFICACIONES TECNICAS:

1. Caracteristicas organolépticas No deben detectarse aromas ni sabores extrafos a la
naturaleza del alcohol.

2. Apariencia Limpido e incoloro antes y después de dilucién con agua destilada.

3. Grado alcohdlico Minimo 95% vol. a 20 °C

4. Acidez total expresada en acido acético mg/100 ml de alcohol anhidro

Maximo 3.0

5. Esteres expresados en acetato de etilo mg/100 ml de alcohol anhidro

Maximo 10.0

6. Aldehidos expresados en acetaldehido mg/100 ml de alcohol anhidro

Maximo 2.0

7. Alcoholes superiores expresados por la sumatoria de los mismos mg/100 ml de alcohol
anhidro

Maximo 3.0

8. Furfural (mg/100 ml de alcohol anhidro) Maximo 0.01

9. Metanol (mg/100 ml de alcohol anhidro) Maximo 50.0

10. Residuo seco (mg/100 ml de alcohol anhidro) Maximo 1.5

11. Benceno Ausencia
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ANEXO II: Manual Sensor Figaro TGS 2620

PRODUCT INFORMATION

TGS 822 - for the detection of Organic Solvent Vapors

Features: Applications:
* High sensitivity to organic solvent vapors " Breath alcohol detectors
such as ethanol " Gas leak detectors/alarms
* High stability and reliability over a long " Solvent detectors for factories, dry
period cleaners, and semiconductor

" Long life and low cost
* Uses simple electrical circuit

The sensing element of Figaro gas sensors is a tin dioxide (SnOz) semiconductor
which has low conductivity in clean air. In the presence of a detectable gas, the
sensor's conductivity increases depending on the gas concentration in the air. A
simple electrical circuit can convert the change in conductivity to an output signal
which corresponds to the gas concentration.

The TGS 822 has high sensitivity to the vapors of organic solvents as well as other
volatile vapors. It also has sensitivity to a variety of combustible gases such as
carbon monoxide, making it a good general purpose sensor. Also available with a
ceramic base which is highly resistant to severe environments as high as 200°C
(model# TGS 823).

The figure below represents typical sensitivity characteristics, ~ The figure below represents typical temperature and humidity
all data having been gathered at standard test conditions (see ~ dependency characteristics. Again, the Y-axis is indicated as
reverse side of this sheet). The Y-axis is indicated as sensor  sensor resistance ratio (Rs/Ro), defined as follows

resistance ratio (Rs/Ro) which is defined as follows: Rs = Sensor resistance at 300ppm of ethanol
Rs = Sensor resistance of displayed gases at at various temperatures/humidities
various concentrations Ro = Sensor resistance at 300ppm of ethanol
Ro = Sensor resistance in 300ppm ethanol at 20°C and 65% R.H
Sensitivity Characteristics: Temperature/Humidity Dependency:
10
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IMPORTANT NOTE: OPERATING CONDITIONS IN WHICH FIGARO SENSORS ARE USED WILL VARY WITH EACH CUSTOMER'S SPECIFIC ARPLICATIONS. FIGARD STRONGLY
RECOMMENDS CONEULTING QUR TECHNICAL STAFF BEFORE DEPLOYING FIGARC SENSORS IN YOUR APPLICATION AND, IN PARTICULAR, WHEN CUSTOMER'S TARGET
GAS E NOT LISTED HEREZIN. FIGARC CANNOT ASSUME ANY RESPONSIBILITY FOR ANY USE OF ITS SENSORS IN A PRODUCT OR APPLICATION FOR WHIGH SENSOR HAS
NOT BEEN SPECIFIGALLY TESTED BY FIGARC
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Structure and Dimensions:

a5 =

L(ST;]\:‘:#:
]

um : mm

Pin Connection and Basic Measuring Circuit:

The numbers shown around the sensor symbol in the circuit diagram at the right

correspond with the pin numbers shown in the sensor's structu
When the sensor is connected as shown in the basic circuit, out|

Resistor (VrL) increases as the sensor's resistance (Rs) decreases, depending on

~

@Sensing Element:
Sn0:z is sintered to form a thick film on

i

o the surface of an alumina ceramic tube
9 R .
L which contains an internal heater.
1 @ Cap:
J Nylon 66
~ Sensor Base
Nylon 66

Flame Arrestor:
100 mesh SUS 316 double gauze

Basic Measuring Circuit:
re drawing (above)

put across the Load
Ve

gas concentration.
Standard Circuit Conditions:
Item Symbol Rated Values Remarks
Heater Voltage VH 5.0£0.2V AC orDC VH
- DC only
Circuit Voltage Ve Max. 24V Paci5mW
Load Resistance RL Variable 0.45k02 min.
GND
Electrical Characteristics:
Item Symbol Conditlon Speclflcation
Sensor Reslstance RAs Ethanol at 300ppmyair 1KQ ~ 10KQ
Change Ratlo of As/Ro Rs(Ethanal at 300ppm/air) 040040
Sensor Reslstance As(Ethanel at 50ppm/air) VAU =L
Heater Reslstance Ak Room temperature 38.0=3.00Q
Heater Power D _ o oo
Consumption H Ve=5.0V 660mW (typical)

Standard Test Conditions:
TGS 822 complies with the above electrical characteristics
when the sensor is tested in standard conditions as specified
below:
Test Gas Conditions:
Circuit Conditions:

20°+2°C, B5+5%R.H.

Ve =10.0£0.1V (AC or DC),
VH = 5.0=0.05V (AC or DC),
AL = 10.0kQ=1%
Preheating period before testing: More than 7 days

FIGARO USA, INC.

121 5. Wilke Rd. Suite 300
Arlington Heights, IL 60005
Phone:  (847)-832-1701

Fax: (847)-832-1705

email: figarousa@figarosensor.com

REV: 09/02

Sensor Resistance (Rs) is calculated by
the following formula:

RS=(%-1)XRL

Power dissipation across sensor electrodes (Ps)
is calculated by the following formula:

Vc? x Rs

Ps= sz R

For information on warranty, please refer to Standard Terms and
Conditions of Sale of Figaro USA Inc.
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ANEXO III: Exigencias del Codigo Alimentario Argentino para

vinagres.

Articulo 1331 - (Res 80, 13.1.82)

“En la elaboracion de vinagres quedan permitidos los siguientes tratamientos:

La dilucién del vino, solucion azucarada o soluciéon alcohdlica hecha
exclusivamente en la fabrica de vinagre y sin poder salir de ella, en la medida necesaria
para su acetificacién normal, con agua potable o deionizada.

El empleo de clarificantes admitidos por el presente Cédigo para alimentos vy
bebidas en general, tales como: Tierra de infusorios, Bentonita, PVP, Tanino y Gelatina.
La aromatizaciéon con estragon (hojas desecadas de Arthemisia dracunculus L), laurel y
otras especies vegetales, condimentos, esencias naturales y naturales reforzadas,
esencias y extractos sapido aromatizantes sintéticos y oleorresinas autorizados por
el presente Cddigo, exclusivamente para los vinagres de vino y de fruta.

La aromatizacion deberd declararse en el rotulado en forma bien visible y cuando
proceda de aromas artificiales, con la indicacion de Aromatizado artificialmente.

El uso de levaduras seleccionadas: Saccharomyces ellipsoideus, Acetobacter aceti y
otras autorizadas para alimentos.

El uso de aditivos quimicos aptos para uso alimentario:

Sulfato de amonio y sulfato de potasio, en cantidades tecnoldgicas apropiadas; Didxido
de azufre y/o sus sales, en un max 10 mg/100; Oxigeno y acidos organicos: citrico,
tartarico, fumarico, glucénico, malico, lactico y sus sales; Acido ascorbico hasta 0,1% y
excluidos los no mencionados, especialmente el acido formico.

La calefaccion, sedimentacién, refrigeracidén, trasegado vy filtracién del vinagre.

El afiejamiento o maduracién para el vinagre obtenido sin destilacion intermedia,
y su declaracion en el rotulado, siempre que esté amparado por certificacion oficial y que

sea mayor de 6 meses de duracién. La pasteurizacion y la esterilizacion industrial,
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siempre que se declaren en el rotulado. El destilado del vinagre, siempre que se declare
en el rotulado. La rehidratacién para el vinagre que en curso de la elaboracién,
haya excedido el grado de acidez, siempre que esta practica se realice en el
establecimiento elaborador y que el producto resultante cumpla las demas exigencias del
presente Codigo.

Con excepcidén del vinagre de alcohol, que no debe colorearse, se autoriza Ia
coloracién con caramelo para los vinagres claros y con la materia colorante del
vino (Enocianina) para los tintos sin declaracién en el rotulado.

El uso de otros colorantes naturales (Cochinilla, Carmin, Orchilla, etc) queda
reservado a reservado a la

aprobacion de la autoridad sanitaria competente y a su declaracion en el rotulado. La
decoloracién con carbdén activo técnicamente puro y demas sustancias autorizadas para
vino

El uso de otros colorantes naturales (Cochinilla, Carmin, Orchilla, etc) queda
reservado a la aprobacién de la autoridad sanitaria competente y a su declaracion en el
rotulado.

La decoloracion con carbon activo técnicamente puro y demas sustancias autorizadas

para vino y cerveza".

Articulo 1333 - (Res 80, 13.1.82)

"Se consideran ineptos para el consumo los vinagres que:

1. Estan elaborados fundamentalmente a base de &cido acético, acido lactico, acido
piroligneo y acidos minerales, cualesquiera sean sus denominaciones o nombres de
fantasia (sucedaneos de vinagre, vinagre de esencia acética, vinagrina, esencia de
vinagre y otros similares).

2. Contienen acidos minerales agregados y que en consecuencia presentan un pH a 20°
menor de 2,8 y/o modifiquen el color del violeta de metilo (sol. al 1%).

202



Anexo III

3. Contienen mas de 0,5% de acido formico.

4. Contienen mas de 0,1% de alcohol metilico

5. (Res 711, 25.4.85) "Contienen acidez total, expresada en acido acético,
inferior a la reglamentaria o inferior a la indicada en el rotulado, en el caso que
sea mayor a la minima exigida, con una tolerancia no mayor de 0,3%"

6. Tienen olor empireumatico o fendlico (procedente del acido acético comercial)
y/0 que acusen reaccion franca de furfural

7. Precipiten con el agua de bromo (presencia de acido piroligneo) o den olor
empireumatico cuando son saturados por alcalis.

8. Contienen alcohol etilico en una cantidad superior a la décima parte de la
acidez total expresada en volumen.

9. Estén elaborados en recipientes metalicos que puedan ser atacados por el acido
acético.

10. Contienen sustancias conservadoras y/o antisépticas (incluida la esencia de
mostaza); metales téxicos, materias acres irritantes y colorantes prohibidos.

11. Contienen madre, sedimento, nematodos (anguilulas), insectos (mosquitas vy
acaros), vegetaciones criptogamicas o estén afectados de otras alteraciones (mohos,
microorganismos de la putrefaccion, del amargor, ennegrecimiento, etc).

Exceptlanse de la exigencia del sedimento a los vinagres obtenidos por métodos
tradicionales de fermentacién acética (no destilados), que pueden tener sedimentos en
cantidad moderada.

12. Tienen sal (cloruro de sodio) agregada.

13. Tienen aromatizantes prohibidos o aromatizantes permitidos no declarados en el

rotulado".

Articulo 1335 - (Res 80, 13.1.82)
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"Los vinagres no vinicos deberan circular bajo las denominaciones que
corresponden a su origen y de las que a continuacién se definen:

Vinagre de alcohol: Producido por la fermentacion acética de disoluciones de alcohol
rectificado o neutro.

Deberd ser incoloro, limpido, transparente, sin sedimento, con sabor picante agradable y
olor caracteristico del acido acético puro.

Debera tener una densidad a 15° a 1,006 a 1,017; un residuo seco a 100- 105° no
mayor a 0,45% vy trazas de cenizas determinadas a 500-550° (no mas de
0,02%) cuali-cuantitativamente equivalentes a sales del agua utilizada en la
elaboracion.

Debera tener una acidez total, expresada en acido acético, no menor de 5,0% Yy
una acidez volatil, expresada en el mismo acido, no menor de 96,0% de la acidez total.
Podrd mantener cloruros y sulfatos en cantidad no mayor a la que corresponda a los
contenidos en el agua utilizada para la dilucion del alcohol.

No podra contener alcohol etilico en cantidad superior a la décima parte de la acidez
expresada en volumen.

No podra colorearse ni aromatizarse, ni aun cuando estas operaciones se declaren en el
rotulo. Este producto se rotulara: Vinagre de alcohol, formando una sola frase, con
caracteres de igual tamafio y visibilidad.

El vinagre de alcohol, destilado después de la fermentacion acética, deberda dar
al analisis residuo seco y cenizas cero (0) o a lo sumo equivalentes a las sales
del agua con la que el vinagre se rebajé y se debera rotular el vinagre de
alcohol destilado con caracteres de igual tamafio y visibilidad.

En ningun caso podra llevar la indicacion de la materia prima de origen.
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Vinagre de cereal: Obtenido por fermentacion alcohodlica y subsiguiente fermentacion
acética de mostos procedentes de cereales y/o de cereales malteados (trigo, maiz,
cebada, centeno, etc) en forma conjunta o separada, quedando prohibida la hidrdlisis
mineral para los vinagres que llevan esta designacion.

El vinagre de cereal debera tener caracteres organolépticos propios relacionados a las
materias primas que le dan origen: aspecto limpido o ligeramente opalescente, color
ambarino claro y olor acético, con un dejo que recuerda al del cereal empleado en la
fabricacién.

Exigencias analiticas: Densidad a 15° 1,00 a 1,017, residuo seco 1,0 a 2,0% y acidez en
acido acético no menos de 4,0%; alcohol por ciento en volumen a 15°, vestigios.

Debera denominarse: Vinagre de cereal o Vinagre de alcohol de cereal, segun
sea su preparacion y a continuacién o debajo, el nombre de los cereales utilizados en su
elaboracién.

El vinagre obtenido a partir de alcohol de cereales sometidos a hidrdlisis mineral y
subsiguiente fermentacién acética deberd denominarse simplemente: Vinagre de alcohol,

debiendo cumplir las exigencias correspondientes al mismo.

Vinagre de Malta: Obtenido por fermentacién alcohodlica y subsiguiente fermentacion
acética de mostos procedentes de malta (cebada malteada, mediante la diastasa),
sin el agregado de otros cereales malteados.

Deberad tener -caracteres organolépticos propios: aspecto limpido o ligeramente
opalescente, color amarillo ambarino y olor y sabor a malta.

Exigencias analiticas: Densidad a 15° 1,00 a 1,017, residuo seco 1,0 a 2,0; cenizas no
menos de 0,10; acidez en &cido acético no menos de 4,0%; azlcares reductores
de 1,0 a 4,0% vy alcohol, por ciento en volumen a 15°, no mas de 0,50.

Este producto deberd denominarse: Vinagre de Malta.
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El vinagre elaborado con mezcla de malta y otros cereales, malteados o no, debera
rotularse: Vinagre de cereal o Vinagre de alcohol de cereal, segun corresponda y a
continuacion o debajo del nombre de los cereales, sin especificacion alguna el
procedimiento de malteado.

Vinagre obtenido de alcohol de malta, deberd cumplir las exigencias de vinagre

de alcohol y denominarse simplemente: Vinagre de alcohol.

Vinagre de cerveza: Obtenido por fermentacion acética de cerveza de titulo
alcohdlico adecuado.

Debera tener color amarillo y sabor agrio y amargo, que recuerde al de la malta y el
lapulo.

No deberd contener sustancias amargas distintas a las del lupulo.

Exigencias analiticas: Densidad a 15° 1.017 a 1,040; residuo seco 1,0 a 2,5%,
cenizas aproximadamente 0,25%; acidez minima en acido acético 4,0%; alcohol
maximo 10% de la acidez total. Ademds su residuo deberd tener una fuerte
proporcion de proteinas y fosfatos, presencia de maltosa y ausencia de tartratos.
Debera precipitar por el alcohol absoluto (1+2).

Este producto deberd denominarse: Vinagre de cerveza.
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