Rev. Per. Quim. Ing. Quim. Vol. 12 N.° 1, 2009. Pags. 18-25

APROVECHAMIENTO DE EFLUENTES DE INDUSTRIAS
LACTEAS Y LEVADURAS RESIDUALES DE CERVECERIAS
PARA LA PRODUCCION DE EXTRACTO DE LEVADURAY

ACIDO ACETICO
A. Flores P.; G." Salas C.2 C. Altamirano C.; A. Patifio G.

RESUMEN

En el presente trabajo, se efectud la produccién de biomasa de Kluyveromyces marxianus NRRL-Y-1109
sobre suero lacteo desproteinizado y la recuperacion de biomasa de S. cerevisiae proveniente de efluente
de cerveceria complementado con cultivo sobre melaza de cafia de azlcar. Se establecieron como
condiciones dptimas para lograr el maximo rendimiento de biomasa: una temperatura de 30 °C, pH = 4,5;
Agitacién 600 RPM, un flujo de aireacion de 1,75 volimenes de aire por volumen de medio por minuto
(VVM), concentracion de lactosa 20 g /L; (NH,),S0, 6 g /L; extracto de levadura 1.5 g/L. Se obtuvo un
rendimiento promedio de: biomasa de 0,56 g/g con K. marxianus NRRL-Y-1109 en suero lacteo y un
rendimiento de biomasa Yx/s 0 46 glg para Saccharomyces cerevisiae en melaza con un rendimiento
de 0,45 g/g, una concentracion celular 12,75 y 11.52 g/L respectivamente al final de la fermentacion. Se
obtuvo una concentracion de acido acético, (3.5 g/L) por fermentacion aerébica del efluente liquido de
cerveceria.
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USE OF DAIRY INDUSTRY EFFLUENTS AND WASTE BEER YEAST FOR THE
PRODUCTION OF YEAST EXTRACT AND ACETIC ACID

ABSTRACT

This work was carried out with the purpose to optimize physical chemical parameters obtain a microbial
biomass from Kluyveromyces marxianus NRRL-Y-1109 and Saccharomyces cerevisiae. The yeasts were
grown on sweet whey deproteinized, supplemented with nitrogen and vitamins sources and mollasses as
carbon source for S. cerevisiae. The fermentation parameters were: An pH 4.5; Temperature 30°C and
an aeration rate of 1.75 VVM; Agitation speed 600 RPM, Lactose concentration 5 g/L; (NH,),S0, 6 g/L;
Yeast extract 1.5 g/L. The average biomass yield obtained was 0.56 g/g lactose for K. marxianus and 0.46
g/g S. Cerevisae respectively grown on sweet whey deproteinized & molasses a cellular concentration of
12.75 glL & 11.52 g/L respectively at the end of the fermentation. It was obtained acetic acid (3.5 g/L) by
aerobic fementation of brewery liquid effluent.

Keywords: Beer, DQO, acetic fermentation, vinegar.

INTRODUCCION

Las levaduras han sido usadas en proce-
sos tradicionales de fermentacién como vi-
nos, cervezas y pan, también son usadas
como fuentes alternativas de proteinas, en-
zimas y vitaminas de alto valor nutricional,
tienen numerosas aplicaciones en la indus-
tria alimentaria como aditivos alimentarios,
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agentes saborizantes, en la produccion de
extractos y medios de cultivo microbiolégi-
cos e insumos forrajeros. La produccién de
extractos de biomasa microbiana con alto
contenido proteico y vitaminico, se ha pre-
sentado como una alternativa destinada a
cubrir las demandas alimenticias del hom-
bre y de los animales [ 6. 10.12]
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La levadura cervecera es una excelente
fuente de vitaminas B, Ca, P, K, Mg, Cu,
Fe, Zn, Mn y Cr, ha sido estudiada por sus
propiedades medicinales. Es usada para el
tratamiento de la diabetes (regulacién de ni-
veles de insulina), pérdida de apetito, acné
cronico, diarrea, etc. También es recomen-
dada como suplemento dietético para la
salud del cabello y ufias. En algunos casos
causan algunos problemas como fatiga cro-
nica, falta de memoria, inmunodeficiencia,
sindrome de de vejiga irritable, alergias,
debido principalmente debido a antigenos
de levaduras y altas cantidades de Cry sa-
licilatos®!.

Los efluentes de industrias lacteas como
suero lacteo y cerveceras se caracterizan
por una alta carga organica, con azucares
residuales del proceso fermentativo y un
alto contenido de levaduras. El efluente ge-
nerado por filtracién del proceso de elabo-
racion de cerveza. Llega a contener hasta
un 5% (V/V) de alcohol. La accion de los
microorganismos presentes en este efluen-
te (levaduras cerveceras remanentes del
proceso y bacterias acéticas que se desa-
rrollan espontaneamente bajo condiciones
aerobicas) hace factible la produccion de
extracto de levaduras rico en vitaminas y
aminodacidos y éacido acéticol®'?. La ma-
yoria de los efluentes liquidos de las cer-
vecerias estan caracterizados por una alta
carga organica, debida a su contenido de
azucares remanentes del proceso fermen-
tativo y de alcohol etilico.

En una cerveceria localizada en la ciudad
de Lima, uno de los aportes de carga or-
ganica mas importantes lo constituye un
efluente proveniente de la sala de bodega
y filtracion. Este efluente se genera a razoén
de 1.5 a 2.0 litros por cada 100 litros de
cerveza producida, contiene principalmente
carbohidratos, 10-12% p/v de levaduras (S.
cerevisiae, S. carlsbergensis, y 5-7% VIN
de etanol.

Las levaduras se almacenan en un “tanque
de residuos de levaduras” y se entrega a
formuladores de alimentos balanceados
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para animales, quienes aprovechan las le-
vaduras. En otras ocasiones, este efluente
se convierte en uno de los principales apor-
tes a la carga organica total del residual
de este tipo de industrias, puesto que, aun
filtrada, presenta valores de Demanda Qui-
mica de Oxigeno (DQO) del orden de los
200,000 mg O,/I. El etanol puede llegar a
ser responsable de un 50-70% de su DQO
“soluble” (DQO del filtrado). Es importante
sefialar que, como parte de la gestion de
residuos solidos, las empresas cerveceras
industriales tratan la biomasa de levaduras
residuales a 85 °C para destruirlas y evitar
que sean reactivadas por otras empresas,
por lo que se liberan levaduras muertas.

El extracto de levadura es un producto co-
mercialmente valioso, disponible en polvo
o0 en pastas, es usada intensamente como
saborizantes en la industria alimentaria, es
rica en acidos nucleicos, principalmente
acidos ribonucleicos (ARN). Después de la
autolisis e hidrolisis parcial de ARN, algunos
ribonucleétidos como Guanosina 5-mono-
fosfato (GMP) e Inosin 5-monofosfato (IMP)
pueden ser extraidos de la biomasa. Estas
sustancias son saborizantes eficientes en
niveles muy reducidos. Los compuestos
responsables de la accion intensificadora
del sabor en las preparaciones crudas se
atribuyen principalmente al glutamato de
sodio (MSG), IMP e GMP!'. Estos com-
puestos acenttian los sabores carnicos en
los alimentos y encuentran multiples aplica-
ciones como saborizantes?®27.

La produccion de extracto de levadura re-
quiere la desintegracion de las paredes
celulares. Sin embargo, entre los métodos
fisico-quimicos y enzimaticos para la ruptu-
ra de células de levaduras, el unico método
que parece practico a escala industrial es
la autolisis!" 3. La autolisis ocurre a un pH
cercano a 5.0€. Sin embargo, durante la au-
tolisis, el ARN intracelular normalmente se
descompone en sustancias de bajo peso
molecular como nucledsidos, o bases puri-
cas y pirimidicas sin propiedades saborizan-
tes, cuando se produce la autolisis a pH 6.0,
la formacién de GMP es muy reducido®.
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MATERIAL Y METODOS

Para la produccién de levaduras sobre sue-
ro lacteo desproteinizado, se utilizo Kluyve-
romyces marxianus NRRL-Y-1009, proce-
dente de la Northern Regional Research
Laboratories ARS-USDA; Saccharpmyces
cerevisiae NRRL Y-605 desarrollado sobre
melaza de cafia de azucar, y biomasa de
levaduras de efluente de cerveceria.

Para la produccion de acido acético se
utilizd el efluente liquido de la filtracién de
levaduras el efluente de la separacion de
levaduras y se utilizdé una cepa de Glucono-
bacter suboxydans NRRL, haciéndolo de-
sarrollar en condiciones aerdbicas en tan-
que agitado de 100 |, con una agitaciéon de
300 RPM y 1.8 VVM de aireacion, durante
96 horas.

Preparaciéon de inéculos para procesos
fermentativos

Elinéculo para fermentacion de suero lacteo
se prepard utilizando el medio de Mawson(™
16l m| con volimenes de trabajo de 100 mL
incubados durante 18 horas en un agitador
rotario. Alicuotas se transfirieron alicuotas
de 20 ml de estos cultivos e incubadas a
30°C durante 18 horas, obteniéndose el
in6culo para iniciar la fermentacion.

Evaluacion de la cinética de crecimiento
de las levaduras

Los parametros cinéticos y rendimiento
celular de K. marxianus NRRL-Y-1109 y
Saccharomyces cerevisiae NRRL-Y605-,
fueron evaluadas en cultivos sumergidos
en lote en un reactor agitado de 100 litros
del laboratorio de Microbiologia Ambiental y
Biotecnologia-UNMSM empleando los pa-
rametros operacionales optimizados sobre
suero lacteo desproteinizado y melaza de
cafia méas micronutrientes a nivel de matra-
ces agitados.> 112

Los indculos fueron preparados a partir de
cultivos desarrollados en Agar YPL y trans-
feridos a un matraz con 100 ml de suero lac-
teo desproteinizado con una concentracion
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de lactosa 20 g/l, (NH,),S0,5 g/l K,HPO, 5
g/l; extracto de levadura 2.5 g/l, incubados
a 30 °C con agitacion constante (150 RPM)
durante ocho horas y luego transferidos en
alicuotas de 10 ml a matraces Erlenmeyer
con 100 ml del medio descrito o medio con
suero lacteo total, suplementado con solu-
ciéon de oligoelementost® ™. 12131,

Los cultivos “semilleros” fueron incubados
a 30 °C, con agitacion de 150 RPM, du-
rante 8-9 horas, hasta alcanzar una con-
centracion celular de 1-2 x 107 células /
ml en medio de Mawson!'® suplementado
con solucion de oligoelementos y micronu-
trientes: CaCl,.2H,0 0.1 g/l; MgS0,. 7 H.0;
H,BO,; CuS0,.2 H,0 0.1 mg/l; FeCl,. 6 H,0
0.15 mg/l; ZnSO,. 7 H,0 0.15 mg/l. Para el
cultivo de S. cerevisiae NRRL-Y-, se utilizé
el medio de Mawson modificado reempla-
zando la sacarosa por sacarosa en concen-
tracion de 20 g/l.

En el reactor agitado de 100 litros de ca-
pacidad, se realizaron varios ensayos de
acuerdo a un disefio factorial simplifica-
do!"12 En los ensayos de recuperacion de
biomasa de S. cerevisiae se utilizd leva-
duras residuales del efluente del tanque y
mezclado con una alicuota (50:50) del me-
dio resultante del ensayo de produccion de
S. cerevisiae NRRL-Y-.

Determinaciones analiticas. La concen-
tracion celular de las levaduras cultivadas
fue estimada midiendo la densidad optica
y el peso seco, de acuerdo al protocolo su-
gerido por Flores.I": " Las células fueron
recolectadas a 4,500 RPM por 15 minu-
tos y lavadas dos veces con buffer fosfa-
to pH=6.6 y secadas a 105 °C en un crisol
hasta obtener un peso constante.

Recuperacion de la biomasa

Alcanzada la fase estacionaria de crecimiento,
todo el caldo de cultivo fue centrifugado
(12.000 g/15 minutos). El sedimento se
lavo dos veces con agua destilada y se
deshidrato (55 °C /18 h) en una estufa
Memmert. El residuo seco se depositd
en frascos cerrados herméticamente y
se almaceno a 4 °C.



Obtencidn de los concentrados proteicos

Se prepararon dos tipos de concentrados
proteicos: C,) mediante extraccion alcalinay
subsiguiente precipitacion isoeléctrica (1; 3;
4,); C, por extraccion alcalina, fosforilacion
con trimetafosfato de sodio y precipitacion
isoeléctrical'? 21,

Hidrolisis de suspensiones celulares

Las biomasas de K. marxianus NRRL-
Y-1109 y S. cerevisiae fueron recuperadas
por centrifugacion a 4,500 RPM por 20 mi-
nutost'?,

Para la autolisis de las levaduras, se prepa-
ré una suspension celular de 10% (P/V) en
buffer fosfato pH=6.4. Se afiadi¢ etil acetato
a una concentracion final de 5% (P/V). Las
suspensiones celulares fueron incubadas a
35- 50 °C por 18-24 horas, las levaduras au-
tolisadas fueron centrifugadas a 4,500 RPM
por 20 minutos. Los pellets fueron descarta-
dos, recuperandose los sobrenadantes para
posteriores analisis. Parte de los autolisados
de levaduras fueron secados a 95 °C por 3-4
horas, la hidrolisis del ARN fue logrado por
accion enzimatico de 5-fosfodiesterasa por
10 horas a 55 °C (P/V) de acuerdo a Ta-
nekawa, 1981.21 La enzima fue inactivada
por tratamiento térmico a 95 °C por cinco
minutos. La concentracién de ARN fue de-
terminada por espectrofotometria segun De
Palma Revillion, et a/.l"

Para las determinaciones de humedad,
proteina cruda, cenizas, nitrégeno no pro-
teico se siguid la metodologia de Official
Methods of Analysis A.O.A.C. Internacio-
nal®l |La proteina verdadera se determiné
mediante la diferencia entre el nitrégeno
total y el nitrégeno no proteico, la grasa por
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el método de Soxhlet, carbohidratos por
diferencia y los acidos nucleicos segun el
método empleado por Michell et a/.l"el,

La concentracion de proteinas fue determi-
nada por el método de Folin-Ciocalteau; los
carbohidratos por el método Fenol-Sulflrico
y por el método de Miller!'”l. La composicion
global del extracto de levadura fue determi-
nada siguiendo los protocolos propuestos
por la AOAC, 198441

Se determiné la concentracién de acido
acético por titulacion con soluciéon de NaOH
0.5 N y del pH utilizando técnicas estanda-
rizadas.l"

RESULTADOS

La optimizacion de parametros de produc-
cion de biomasa de las levaduras Kluyve-
romyces marxianus Y-1109 sobre suero
lacteo desproteinizado y S. cerevisiae so-
bre melaza de cafia de azlcar suplemen-
tado con fuentes de N determinados en
experimentos preliminares fueron: 1,475
volumenes de aire por volumen de medio
por minuto (VVM), concentracion de lac-
tosa 20 g/l; (NH,),S0, 6 g/I; extracto de
levadura 1.5 g/l.

Se obtuvo un rendimiento promedio de:
biomasa de 0,56 g/g lactosa, con K. mar-
xianus NRRL-Y-1109, una concentracién
celular 12,75 g/g: Para Saccharomyces
cerevisiae y un rendimiento de biomasa
Yx/s 046 g/gy 10.52 g/, siendo sus para-
metros éptimos: Sacarosa 25 g/l; concen-
tracion de sales y extracto levadura 5 g/l;
agitacién 6000 PM; aireacion 1.825 VVM,
con una y_de 0.35 hrs.”y un tiempo ge-
neracional de 1.98 h. (Tabla N.° 1).
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Fig. N.° 1. Cinética de crecimiento de S. cerevisiae NRRL-Y- en condiciones optimizadas.

Tabla N° 1. Evaluacién de parametros cinéticos de crecimiento de Saccharomyces cerevisiae sobre
melaza de cafia de azUcar en reactor agitado de 100 litros.

N° exper. Conc. Sali :"cé t Agitac.  Aereacion 2 svilct:)itf:i.ca g er.lr;?:::?gnal Rendimiento
' sac. (g/L) Ak RPM V.V.M p ¥ biomasa Y

lev. (g/L) crecim. y_(h') (h) s
1 15 25 400 1.145 0.305 2 0.305
2 15 5 600 1.750 0.345 2.09 0.350
3 25 5 600 1.825 0.350 1.98 0.460
4 15 25 600 1.825 0.350 1.98 0.420
5 25 5 800 1.145 0.330 2.10 0.360
6 25 7:5 400 1.145 0.310 2.31 0.310
7 35 2.5 800 1.750 0.350 1.98 0.360
8 35 5 600 1.143 0.295 2.35 0.310
9 35 75 400 1.823 0.285 245 0.30

Preparacion y caracterizacién de los con-
centrados proteicos

Para evitar la coprecipitacion de acidos nu-
cleicos a bajos valores de pH B!y debido a
que no se observaron grandes diferencias
en los valores de pH de minima solubilidad
de las proteinas, los concentrados por pre-
cipitacién a pH 4. La composicion quimica
de los mismos y del extracto obtenido de
ellos se muestra en las Tablas 2, 3y 4 para
ambos tratamientos.

Todos los parametros, a excepcion de la
humedad vy la proteina verdadera, mostra-
ron diferencias significativas entre los trata-
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mientos estudiados (C,y C,). El contenido
de cenizas en C, resultd estadisticamente
mayor que en C1, como era de esperarse
ya que parte de la sal utilizada en la fosfo-
rilacion proteica durante la elaboracion del
concentrado C, queda remanente forman-
do parte del producto final. En cuanto al
contenido de grasa, éste resulto significati-
vamente mayor en C1 que en C,. Los valo-
res obtenidos para ambos concentrados se
aproximan a 3,58% 4,1%.[".12

Los resultados del presente estudio de-
muestran que se puede obtener un concen-
trado proteico a partir de biomasa microbia-
na Kluyveromyces marxianus NRRL-Y-1109




y S. cerevisiae residual de cerveceria cul-
tivadas en suero lacteo desproteinizado y
melaza de.cafia de azucar respectivamente
Los valores de rendimiento y la concentra-
cién celular obtenidos fueron satisfactorios
para estos microorganismos.

En relacion con la extraccion de extracto de
levadura puede observarse en la Tabla 2,
que el tratamiento de biomasa de K. mar-
xianus y S. cerevisiae en concentraciones
de 80-100 g/l a 50 °C por 8 horas es el mas
eficiente para inducir la autolisis celular con
una solubilizacién de 50% de proteinas
coincidente con los reportados por Orban et
al.; Revillon J.P. et al., quienes demuestran
ademas que los tratamientos celulares pre-
vios con NaCl 5% o la ruptura mecanica de
células no modifican el proceso autolitico.

En la Tabla 3, se observa que el tratamien-
to térmico no influye significativamente en
la liberacién de proteinas intercelulares. La
méxima concentracion de proteinas solu-
bles se observa a 37 °C por 12 horas, esto
podria explicarse como sugiere Revillion a
que el etil acetato al 5% (P/V) es un eficien-
te agente permeabilizante.

En cuanto a la produccion de acido acetico,
se observo que la concentracion de micro-
organismos en el reactor, aumenta hasta el
tercer dia, esto nos indica la capacidad de
las levaduras remanentes en el efluente y
bacterias acéticas de metabolizar el etanol
y los azlcares remanentes en condiciones
aerdbicas.

Hacia el cuarto dia del experimento de
produccion de &cido acético, se presenta
un maximo en la concentracion de micro-
organismos (1.25 x 10" UFC/mL) y en la
concentracion de acido acético, (3.5 g/L)
acompafiados de un minimo de la DQO
(2,100 mg O,/L), se debe considerar que
a excepcion de algunas especies como el
Gluconobacter?®, |a mayoria de las bacte-
rias acéticas son capaces de procesar el
etanol a acido acético, especialmente si los
demas nutrientes organicos se tornan es-
casos.
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Tabla N.° 2. Composicion quimica de los con-
centrados proteicos de K. Marxianus NRRL-
Y-1109 y levadura residual de cerveceria.

Kluyveromyces Saccharomyces
e o marxianus 1109 cerevisiae

C,(%plp)  C,(%plp)  C,(%plp) C,(%plp)

Proteina Kjeldhal 72.35 71.10 68.25 68.10
Nitrogeno no proteico 0.95 0.65 0.84 0.72
Humedad 6.75 6.12 7.25 710
Proteina verdadera 65.75 61.45 62.75 61.15
Cenizas 4.50 12.78 5.65 11.21
Grasa 5.45 3.65 6.5 5.74
Carbohidratos 8.15 4.35 7.75 5.60
ARN 4.65 3.15 5.45 5.15

C,. Concentrado proteico por extraccién alcalina y
precipitacion isoeléctrica.

C,. Concentrado proteico por extraccion alcalina, fosfo-
rilacién con trimetafosfato de sodio y precipitacion
isoeléctrica.

Tabla N.° 3. Liberacion de proteinas solubles por
diferente procedimientos de autolisis en K. Mar-
xianus y S. cerevisiae residual de cerveceria.

Tipo de levadura

K. marxianus 1109 S. cerevisiae

Tratamiento

Proteina soluble Yxis Proteina soluble Yx/s

(gh) (g/g Biomasa) (glL) (gl9)

Control 16.2 0.62 15.8 0.58
25°C/12h. 12.8 0.48 116 0.32
37°C/12h. 18.8 0.68 16.6 0.62
37°C/30h. 176 0.62 15.6 0.52
50°C/48h. 16.8 0.58 14.8 0.45
50°C/48h. 16.6 0. 56 14.6 0.42

Tabla N.° 4. Composicion del extracto de leva-
dura de biomasa de K. marxianus NRRL-1109 y
S. cerevisiae residual de cerveceria.

Tipo de levadura

Componente

K. marxianus NRRL-1109 S. cerevisiae

(mg/ ) (mg/ g)
Proteina cruda 505.0 482.0
Grasa 52 4.85
Ceniza 66 68.2
Humedad 56.0 52.0
Carbohidratos 336.5 345.0
AC. Ribonucleico ARN 4.65 525
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos indican la factibili-
dad de producir extracto de levadura ricaen
proteinas, vitaminas y aminoacidos y acido
acético a partir de una biomasa de K. mar-
xianus, S. cerevisiae y efluentes industriales
de las cervecerias, fermentacion de suero
lacteo en condiciones aerobicas, a través de
un proceso que involucra operaciones muy
sencillas como la agitacion y la aireacion.

El producto de desecho de cervecerias se
puede convertir en materia prima para pro-
ducir un producto que podria ser comerciali-
zado como extracto de levaduras y “vinagre
de cerveza”, si se lograra la concentracion
de acido acético minima permitida (Codex
alimentarius). El costo cero de la “materia pri-
ma”, la sencillez del proceso y de los equipos
requeridos permiten vislumbrar su rentabili-
dad, aun si se debiera incorporar una etapa
de pasteurizacion del producto final para
asegurar su inocuidad y una clarificacion
(p. €j., con carbén activado) para mejorar el
aspecto visual del producto. El tratamiento
previo es muy sencillo: las levaduras conteni-
das en el efluente “crudo”, de poca actividad
biolégica por el origen del efluente, pueden
separarse mediante procesos fisicos como
la centrifugacion o la sedimentacion en frio
y sometidos a procesos de autolisis para ser
comercializadas con destino a la formulacion
de alimentos balanceados para animales,
contribuyendo de este modo al balance
economico del proceso.

El proceso propuesto de produccion de
vinagre de cerveza permite una disminucion
de la carga organica del efluente, con
el consiguiente impacto favorable en el
disefio y/o la performance del proceso de
tratamiento.

El estudio del comportamiento de bacterias
acéticas perfectamente identificadas, en
lo que a cinética y rendimientos respecta,
resultara de suma utilidad en el disefio del
proceso a escala industrial.
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