Reduccion de la carga contaminante de la vinaza
por produccidn de proteina unicelular
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RESUMEN

Para realizar esta investigacion, se estudio el uso de la vinaza como medio liquido para la produccion de
proteina mediante técnicas biotecnoldgicas. Se trabajé con una cepa de Candida utilis y concentraciones
acuosas de vinaza desde 10 a 50 %, sin agregado de nutrientes en un reactor en lote. Se monitoreo el cre-
cimiento del microorganismo con un sensor de CO,. Los parametros medidos al inicio y final de cada ensayo
fueron: nitrégeno total, DQO, pH, conductividad y cada dos horas se midi6 la DO (densidad éptica). Por ANO-
VA, con un nivel de significancia del 1 %, se evaluaron los factores repeticion, tratamiento y reactor de cada
parametro. Los mejores resultados obtenidos fueron para las soluciones acuosas de 50 %: enriquecimiento
proteico del 136 % en nitrogeno total y remocién promedio de DQO del 43 %. Se concluyo que el tratamiento
de la vinaza con Candida utilis reduce su carga contaminante.
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ABSTRACT

In this work, the use of vinasse as a liquid medium was studied for the production of protein by biotech-
nological techniques. Candida utilis in agueous concentrations of vinasse (10 % to 50 %) was used, with no
nutrients added.In a batch reactor the growth of the microorganism was monitored with a CO, sensor. The pa-
rameters measured at the start and end of each test were: total nitrogen, COD, pH and conductivity and, every
two hours, the DO (optical density). By ANOVA, with a level of significance of 1 %, the repetition, treatment
and reactor factors of each parameter were evaluated.The best results obtained were for the 50 % aqueous
solutions: 136 % protein enrichment in total nitrogen and average COD removal of 43 %.It was concluded that
the treatment of vinasse with Candida utilis reduces its polluting load.
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INTRODUCCION

La perspectiva, a nivel mundial, es incrementar la produccion de alcohol para su empleo como
combustible automotor. En el afio 2016, Argentina aumentd el corte de bioetanol en los
combus-tibles al 12 %, que trajo como consecuencia un incremento del volumen de produccion
que llegd a 326 mil m® de alcohol anual (8). Esta producciéon genera un residuo final liquido,
llamado vinaza, alta-mente contaminante y en grandes volumenes pues se producen entre 12 a
16 litros por cada litro de etanol. En este contexto Tucuman cuenta con 15 ingenios azucareros y
10 destilerias de alcohol, con el consecuente impacto ambiental que producen sus efluentes.

Las vinazas residuales contienen cerca del 70 % del potasio que se aporta a los suelos cafieros,
como fertilizante quimico. La fertirrigacion, con estos efluentes, método comunmente usado para
biorremediacion, puede producir salinizacién del suelo si no es aplicada de forma controlada.
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Entre otras soluciones alternativas, consideramos usar vinaza como medio de cultivo para leva-
duras. Las levaduras tienen la habilidad de acumular, en altas concentraciones, iones presentes en
el medio de cultivo. En particular, Candida utilis, cuando es cultivada con técnicas de fermentacion
en un medio compuesto por residuales de destileria, muestra una alta resistencia a las concentra-
ciones de potasio.

Estudios realizados por Christen (1, 2) han mostrado la capacidad de la levadura Candida utilis
de crecer en diferentes soportes solidos y liquidos.

También en sus estudios Diaz (3) ha demostrado que esta levadura puede desarrollarse en medio
liquido formado por vinaza o en medio de vinaza y melaza, como lo indic6 Serguera (4) y Doménech
(5), que reportan el desarrollo de la levadura en vinaza enriquecida con amonio sulfato y amonio
sulfato dibasico, a diferentes concentraciones. En estos casos se destaca, ademas de la obtencion
de proteina unicelular, la disminucién de la carga contaminante de la vinaza.

Por ello, el objetivo de este trabajo es estudiar la propagacion de la levadura Candida utilis en un
reactor en lote, y usar como medio liquido soluciones acuosas de vinaza sin agregado de nutrientes,
que permita captar y/o separar potasio de vinazas, por medio de las levaduras y reducir la carga
contaminante del efluente.

MATERIALES Y METODOS

Los ensayos se llevaron a cabo en el laboratorio de Microbiologia General e Industrial y en el
laboratorio de Quimica Organica de FACET-UNT.

La vinaza fue suministrada por un ingenio azucarero de la localidad de la Banda del Rio Sali, Tu-
cuman, que utiliza la melaza como materia prima para la produccion de etanol. La levadura utilizada
en este trabajo es una cepa extraida del cepario de PROIMI CONICET. Los ensayos se llevaron a
cabo en reactores y trabajaron en lote. Se realizaron 3 ensayos por duplicado en reactores de 250
ml, con diluciones acuosas de vinaza del 10 %, 25 % y 50 %.

Para cada ensayo, se prepararon los 3 medios de cultivos, se esterilizaron con autoclave de tipo
chamberland a 1 atmésfera de sobrepresion y 121 °C durante 15 minutos. La cepa Candida utilis,
previamente se activo en medio papa — Dextrosa durante 24 h a 34 °C antes de cada propagacion
a los reactores en lote. Se inoculé cada reactor con 10 mL de este cultivo.

El crecimiento se llevo a cabo con un agitador axial a 34 °C, por 24 h. No se realiz6 aireacion
externa, unicamente se utilizaron tapones bioldgicos, para permitir el flujo de gases en el reactor.

Se realizaron determinaciones analiticas al inicio y al final del tratamiento. Se midieron parame-
tros fisico-quimicos, para caracterizar los ensayos llevados a cabo en los reactores. Se determind la
variacion del ién potasio por fotometria de llama, DQO (demanda quimica de oxigeno) por método
colorimétrico y ART (azlcares reductores totales) método ICUMSA. Como pardmetros de carac-
terizacion se midieron: pH con ph-metro Orion 420, conductividad con conductimetro Adwa AD32
y se realizd conteo en cdmara de Neubauer para controlar la concentraciéon de las levaduras. Los
parametros medidos se promediaron en Microsoft Excel 2013.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los datos obtenidos de los ensayos de fermentacion se informan a continuacion.

En la tabla 1, se observa que la cantidad de células por unidad de volumen aumenta con la con-
centracion de vinaza; es decir, con la disponibilidad de nutrientes; esto habla muy bien del nivel de
adaptacion de Candida utilis a la naturaleza del efluente. No se observan aumentos en el orden de
magnitud de la concentracion de células, entre las soluciones acuosas de vinaza al 25 % y 50 %.
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Tabla 1. Concentracion celular promedio, a diferentes concentraciones
de soluciones acuosas de vinaza

Concentracion de soluciones acuosas de vinaza | [Cél./mL]
10 % 3.6. 107
25% 1.6.108
50 % 1.9.108

En la figura 1 se observa la remocion promedio de iones potasio en las soluciones acuosas de
vinaza de 25 % y 50 %. Los resultados de 2 000 ppm removidas con respecto a las soluciones
sin tratamiento, son similares a los encontrados por Otero Rambla et al. (6). Estos iones son los
gue mas abundan en la vinaza en Tucuman, segun Amhed et al. (7). Se evidencia que la remocion
de este i6n depende de la concentracion celular y no de la concentracion de iones presentes en el
medio. Esto coincide con que en las soluciones acuosas al 25 % y 50 %, la concentracién celular
gue arrojo la camara de Neubauer fue de la misma magnitud y la remocién de potasio fue la misma.

Es destacable que el tratamiento de soluciones acuosas de vinaza al 50 % con la cepa de Can-
dida utilis, logré bajar la concentracion de iones potasio a 5 400 ppm lo que facilitaria la disposicion
final del efluente como fertirriego y evitar que salinice los suelos donde es vertida.
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Figura 1. Concentracion de iones K* al inicio y al final de cada ensayo de fermentacion,
en soluciones acuosas de vinaza 10 %, 25 % y 50 %.

El DQO (demanda quimica de oxigeno) es uno de los parametros mas relevantes en la vinaza y
que la vuelven contaminante, refirid Serguera et al. (4). Se puede observar en la figura 2 que luego
del tratamiento de los distintos medios con el microorganismo, se produce una importante disminu-
cion en el valor de este parametro. Es decir, el tratamiento disminuye la carga contaminante de la
vinaza en términos de DQO. La tendencia creciente en el porcentaje de remocion de carga conta-
minante, se corresponde con el aumento en el numero de células por unidad de volumen a mayor
concentracion de vinaza en el medio que se observé anteriormente.

En cuanto a los azucares reductores, se observé que la concentracién de vinaza original era
0.5 mg/l. Luego de los ensayos hubo un aprovechamiento de estos por parte de los microorganis-
mos para desarrollarse. Resulté un consumo de 82 %, 78 % y 64 % correspondientes a soluciones
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Figura 2. Concentracion de DQO al inicio y final de cada ensayo de fermentacion
en soluciones acuosas de vinaza 10 %, 25 % y 50 %.

acuosas de vinaza de 10 %, 25 % y 50 % usadas, respectivamente, en cada ensayo. O sea, aun
en el medio mas concentrado de efluente, después del tratamiento, todavia posee disponibilidad
de azuUcares. Esto sugiere que la concentracion de azucares no es el nutriente limitante en el creci-
miento de la levadura.

En cuanto al pH, el tratamiento no indicd cambios en la acidez propia del efluente que se mantuvo
cercano a pH = 4.8.

La conductividad, usada para registrar la concentracion de iones en las soluciones, disminuyo en
promedio 8 %, comparativamente entre inicio y final de ensayos, en las diferentes concentraciones
de soluciones de vinaza usadas como medio. Estos resultados obtenidos en conductividad concuer-
dan con el comportamiento observado en la remocion de potasio, pues como se menciond el ion
potasio es el mas frecuente en las vinazas de las destilerias tucumanas.

CONCLUSIONES

La propagacion de levadura ofrece un método de descontaminacién de las vinazas de destilaciéon
del etanol y reduce al mismo tiempo, la carga organica de estas y parte de su fraccion mineral, en
especial el contenido de potasio. El efluente, solucion acuosa de vinaza al 50 %, luego del trata-
miento realizado posee un DQO de 12000 ppm (12 mg/mL) y se logro reducir la concentracion de
iones K a 5000 ppm, valores que facilitan su disposicion final, ya que poseen un menor impacto
ambiental que las vinazas no tratadas, para ser usadas como fertirrigacion.

La concentracidon de azucares reductores totales en el efluente no limita el crecimiento de la le-
vadura Candida utilis, ya que luego del tratamiento realizado todavia hay azucares disponibles en
el medio de cultivo.
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