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RESUMEN

Se desarrollé un proceso biotecnolégico para la reduccion de los niveles de Demanda Bioquimica de
Oxigeno (DBO) de efluentes de la Industria alimentaria, evaluandose el potencial de bioconversidn de
levaduras seleccionadas en la produccidon de biomasa forrajera y etanol. Se produjo una reduccién de
la DQO de suero lacteo diluido de 22,100 mg de 0,/L a 1280 mg de 0,/L y de la Demanda Bioquimica
de Oxigeno (DBO,) de 17,500 mg 0,/ L a 1100 mg 0,/ L mediante el cultivo aerdbico de Kluyveromyces
marxianus NRRL-Y-1109 y de 22,100 mg 0,/ L de DQO a 1360 mg 0,/ L y de la DBO, de 17,600 mg 0,
/'L a1250 mg 0,/ L con el cultivo aerobico de Candida pseudotropicalis BT-UNMSM-6. También se logré
reducir la DQO de un efluente de una industria de procesamiento de Almidon de papa de 22,500 mg 0,
/'La1480 mg 0,/ L y de la DBO, de 26,400 mg 0,/ L a 2100 mg 0,/ L empleando un cultivo mixto de
Candida tropicalis BT-UNMSM-124 y Lipomyces starkeyi NRRL-11557 en condiciones aerobicas.

Palabras clave: Bioproceso, Tratamiento efluentes industriales, Suero lacteo y efluentes amilaceos,
Reduccién DQO y DBO.

ABSTRACT

It was developed a biotechnological process to reduce chemical oxygen demand (COD) & Biochemical
Oxygen Demand (BOD) from industrial waste water, simultaneously, it was evaluated the potential
bioconversion of some yeast into Food yeast & ethanol production. It was produced a reduction of the
Chemical Oxygen Demand (COD) and Biochemical Oxygen Demand (BOD) of potatoes starchy processing
industry from 22,5000 Chemical Oxygen Demand (COD) and Biochemical Oxygen demand (BOD) of COD
to 1480 mg O, / L and 26,400 mg O, /L BOD to 2100 mg O, / L BOD with an aerobic mixed culture
of Candida tropicalis BT-UNSM 124 and Lipomyces sp BT-UNMSM-145. It was produced a reduction of
Chemical Oxygen Demand (COD) and Biochemical Oxygen Demand (DBO) of dairy effluent diluted from
22,100 mg O,/ L COD to 1280 mg O,/ L and 17,500 mg O,/ L BOD to 1100 mg O,/ L of BOD with an
aerobic culture of Kluyveromyces marxianus NRRL-Y-1109 and a reduction of COD from 22,100 mg O,/
L to 1360 mg de 0,/ L and reduction of BOD from 17,600 mg O,/ L to 1259 mg O,/ L with an aerobic
culture of Candida pseudotropicalis.

Keywords: Industrial wastewater pollution, Biological treatment DBO & DQO reduction, Sweet whey,
amilaceous effluents.
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I. INTRODUCCION

Muchos efluentes industriales del proce-
samiento de alimentos son ideales para el
bioprocesamiento porque contienen altos ni-
veles de material organico facilmente biode-
gradable, y que son frecuentemente vertidos
en la red de recoleccion de aguas residuales,
convirtiéendose en fuentes potenciales de
alteracion ecoldgica. Tales efluentes son
insumos potenciales para la produccion de
etanol y biomasa forrajera y compuestos
bioquimicas por procesos fermentativos, por
lo que estos bioprocesos se han convertido
en alternativas viables para el tratamiento de
residuos y efluentes industriales(? 82" ,

El suero lacteo, considerado un subproducto
de la industria lactea, es un fluido obtenido por
la separacion del coagulo de la leche total, cre-
ma o nata, de composicion variable. El suero
lacteo dulce resulta del uso de enzimas tipo
renina a un pH aprox. de 5,6; el suero lacteo
acido deriva de la acidificacion directa de la
leche a pH 5,1 6 menores. La produccién de
quesos acidos frescos (ricota o Cottage) pro-
duce sueros acidos de pH 5,0 - 5,8 con una
composicion de 4,5 - 5,0% de lactosa; 0,32
-0,7% de compuestos proteicos; 0,15-1,0% de
grasas y pequenas cantidades de vitaminas
y minerales!™ "®l. Pese a su alto contenido de
materia organica, el suero es frecuentemente
vertido en el medio ambiente causando serios
problemas de contaminacion!® 29,

La eliminacién del contenido de lactosa y
de proteinas residuales del suero lacteo
representa una Demanda Quimica de Oxi-
geno (DQO) de 60 000 -70 000 mg O, / L2,
La cantidad de agua residual que genera
un producto lacteo es de 2-3 L de agua
residual / Kg de producto. Estas aguas
residuales pueden ser tratadas por méto-
dos tradicionales de tratamiento aerobio,
quimico o por simple irrigacién.

Como solucion a esta problematica, se han
desarrollado procesos de bioconversion de
suero lacteo y efluentes amilaceos de indus-
trias alimentarias en levaduras forrajeras o
etanol en varios paises!' 1223,

El uso de suero lacteo para la produccién de
biomasa forrajera o etanol es ventajoso por-
que es un proceso simple de fermentacion
con especies de levaduras Kluyveromyces,
Candida y Trichosporon, permitiendo que
la descarga final del suero se vea reducida
de materia organica. Este proceso puede
causar la produccién de subproductos como
alcohol, aldehidos, esteres, etc., que redu-
cen los rendimientos de biomasa sobre sue-
ro lacteo”. Para evitar este efecto, se han
utilizado cultivos mixtos de levaduras®.

Las especies de Kluyveromyces y Candida
han sido las mas estudiadas en la produc-
cion de biomasa y etanol (Moresi M. et al.,
1989). En el presente trabajo, se determiné
y optimiz6 un rango de condiciones operati-
vas de fermentacion de levaduras forrajeras
(Candida pseudotropicalis Saccharomyces
diastaticus y Lipomyces spp) en biorreac-
tores de laboratorio sobre suero lacteo y
subproductos amilaceos para reducir los
niveles de DBO y DQO a niveles compatibles
con el medio ambiente.

Il. MATERIAL Y METODOS

SELECION DE LEVADURAS PARA
FERMENTACION DE EFLUENTES

Se seleccionaron 2 cepas de levaduras:
Candida tropicalis BT-UNMS-124; Candida
pseudotropicalis BT-UNSM-6 de la coleccién
del laboratorio de Microbiologia ambiental y
Biotecnologia UNMSMy cepas referenciales
Candida tropicalis NRRL-Y-12968; Lipomyces
starkeyi NRRL-Y-11557 y Saccharomycopsis
fibuligera NRLL-Y-2388, y Kluyveromyces
marxianus NRRL-Y-1109 obtenidas de la
coleccion microbiana de la Northern Regional
Research Laboratory-USDA. Las levaduras
se conservaron en Agar YPD a 5 °C.

Determinacién de parametros de
fermentacion de efluentes

La determinacién de los parametros de fer-
mentacion de suero lacteo dulce y efluente
amilaceo se efectu6 siguiendo las recomen-
daciones de Montgomery®?”; aplicando un
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disefio estadistico factorial de Taguchi et
al.By de Chen et al.'%, que permitié evaluar
la influencia de la concentracién de azucares
en el suero lacteo y en los efluentes amila-
ceos. Para el trabajo con suero lacteo, en el
suero lacteo se utilizd Kluyveromyces mar-
xianus NRRL-Y-1109 y Candida pseudotro-
picalis BT-USM-6, desarrollados en cultivos
sumergidos sobre fermentador CHEMAP AG,
CH-8604, de 7 litros de capacidad adaptados
con electrodos de oxigeno, de pH y monitores
de registro de pH, Temperatura; Oxigeno di-
suelto y velocidad de agitacion. Se utilizé una
concentracion de lactosa (15-25-35g/L), la
concentracion de sales de fosfatoy NH,SO, y
extracto de levadura (2-3-4 g /L); la velocidad
de agitacion (400-600-800 RPM vy el flujo de
aireacion (1,25-1.50-1,75 VVM).

Para el tratamiento de suero lacteo se fijaron
como condiciones operativas del proceso de
fermentacién un volumen de trabajo de 5
L.; Temperatura de fermentacion 30 °C; pH:
4,.5; Presion de aire 1 kg /cm?. Se aplic6 un
disefio estadistico ortogonal de la forma 3k
con 3 niveles de concentracién de lactosa
15-25-35 g/L), la concentracion de K,HPO,
(2-3-4 g/L), (NH,),SO, (4-6-8 g/L) en medio
suplementado con solucién de oligoele-
mentos y micronutrientes: CaCl.2H,0 0.1
g/L; MgSO,. 7H,0 0.1 g/L; H,BO, 0.1 mg /
L; CuSO,. 2H,0 0.1 mg/L; FeCl, 6H,0 0.15
mg/L; ZnSO,.7H,0 0.15 mg/L . Se aplicé una
presion de flujo de aire de 2 kg/cm? y una
sobre presién del reactor de 1 kg/cm?

Para el tratamiento del efluente amilaceo
se fijaron como condiciones operativas del
proceso de fermentacion un volumen de
trabajo de 5 L; Temperatura de fermenta-
cion 30 °C; pH: 4,.5; Presion de aire 1 kg.
/cm.2 Se utilizé cepas de Candida tropicalis
BT-UNSM-124; Lipomyces starkeyi NRRL-
Y-11557 y se siguieron las condiciones
seguidas en el tratamiento de suero lacteo.
Se dosificéd los niveles de azucar entre 10
-20-40 g/L suplementado con extracto de
levadura 2.5 g/L; concentracién de sales de
fosfato y NH,SO, 5 g/L); Adicionalmente, se
incorpora una solucion de oligoelementos y
micro nutrientes de Mawson A%,

Determinacién de la Biomasa de
levaduras

La biomasa de levaduras en todos los
procesos fermentativos fue determinada
gravimétricamente, filtrando 5 ml de culti-
vos o diluciones de ella en cultivos de alta
densidad celular a través de filtros “Millipore”
de 47 mm de diametro y 0.43 micras (u) de
porosidad, secados y pesados en una ba-
lanza analitica. Los filtros con las muestras
secadas a 70 °C por 4-6 hrs fueron pesados
nuevamente para obtener el peso seco (g/L)
por diferencia de pesos.

La velocidad especifica de crecimiento (. )
fue determinada en el cultivo por lote du-
rante el crecimiento logaritmico aplicando
la férmula:

_ Ln X, —Ln X,
Ha = 7T,

El rendimiento celular (Y ) fue determinado
considerando el peso seco de la biomasa
alcanzada al final de la fermentacion, de
acuerdo a la siguiente férmula:

v = X, (g/L) = X, (g/L)
us S, (g/L) - S, (g/L)

X,=Peso seco al final de fermentacion.
X,= Peso seco al inicio de fermentacion.

S, = Concentracion inicial de substrato al
inicio de la fermentacion.

S, = Concentracion final de substrato al final
de la fermentacion.

Determinacion de la actividad de fermenta-
cion alcohdlica de las bioconversiones

La evaluacion del potencial de evaluacion de
etanol de las levaduras sobre suero lacteo
fue desarrollada sobre el medio optimizado
de Moresi et al.?®l, formado por suero lacteo
desproteinizado con una concentracion de
lactosa de 50-100 y 200 g/L, suplementado
con extracto de levadura 2 g/L; (NH,),S04
S=4 5 g/L ;K,HPO, 4 g/L; pH= 4.5. Los
in6culos fueron desarrollados en matraces
de 500 ml conteniendo 90 ml de medio e
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inoculados con 10 ml de cultivos de cepas
seleccionadas y mantenidas en agitacion
constante. Para la determinacion de etanol
en los mostos de suero lacteo fermentado
por 24 horas, se destilaron muestras de 500
m y se determiné etanol por el método volu-
métrico de Semichon y Franz por titulacion
con Cr,0.K,

Determinacion de la Demanda Quimica de Oxigeno
(DQO) y Demanda bioquimica de Oxigeno (DBO,)

La demanda Bioquimica de oxigeno (DBO,)
fue determinada por el método propuesto
por los métodos estandares para el analisis
de aguas y aguas residuales de la APHA
(1995). Las muestras diluidas al 5% y
25% y sin diluir fueron incubadas a 200 °C
en oscuridad durante 5 dias. Se midio6 el
contenido de oxigeno de cada uno de los
frascos, previo a la incubacion y luego de la
incubacion correspondiente, utilizando un
electrodo de oxigeno después de un periodo
de estabilizacién de 15 minutos. Los valores
de DBO fueron determinados considerando
los valores iniciales vy finales, aplicando la
relacion:

D.B.O (mg 0,../L) = C.0.D (i) - C.0.D (f)
P

Donde:

COD (i) = Concentracion inicial de oxigeno
disuelto.

COD (f) = Concentracion final de oxigeno
disuelto.

P= Fraccion decimal de muestra utilizada.

La demanda quimica de oxigeno (DQO) de
los efluentes decepcionados y tratados fue
determinada por el método de Winkler (1980)
de la Standard Methods. La materia organi-
ca fue oxidada por la adicién de K,Cr,0,y
H,SO,, la cantidad residual de K,Cr,0, fue
determinada por titulacion con Fe(NH,),SO,.
20 ml de muestra fueron mezclados en un
matraz de 300 ml con 10 ml de K,Cr,0, 0.25
N, 40 ml de H,SO, (conteniendo AgSO,
y 0.4 g de HgSO,). Los matraces fueron
colectados a un sistema de reflujo y calen-
tados hasta ebullicion durante 10 minutos;

se colocd 100 ml de agua destilada a través
del enfriador de reflujo hasta que se logre el
total enfriamiento.

El K,.Cr,0, residual fue determinado por titu-
lacion frente a una solucion de Fe(NH,),SO,.
Elindicador fue una solucién de Ferroina “Mer-
cK”, se uso agua destilada como blanco.

La DQO fue calculada aplicando la relacion:
DQO (mgO, /L) = (B-A).N
Donde:

A=ml de solucién de Fe (ll), usados para
titular la muestra.

B=ml de solucion de Fe (Il), usados para
titular el blanco.

N=Normalidad de la solucién de Fe (ll).

lll. RESULTADOS vy DISCUSION

La caracterizacion del suero lacteo dulce
y del efluente de una planta procesadora
de almiddn, se presenta en las Tablas N.°s
1y 2. Se observan altos valores de DBO y
DQO, superiores a los limites permisibles por
la Norma Técnica Nacional para efluentes

Tabla N.° 1. Caracterizacion de un efluente
de industria lactea: suero lacteo dulce.

PARAMETRO VALORES
pH 52-58
Demanda quimica 21400- 22100
de oxigeno (DQO) (mg /L)
Demanda bioquimica

de oxigeno (DBO) (m g /L)

16810- 17500

Solidos totales 7540 — 7875
(mg/L)

Solidos volatiles 5250 - 5475
(mg/L)

Solidos disueltos 6085 - 6178
totales (mg /L)

Sélidos suspendidos 1350 - 1765
totales (mg /L)

Sdlidos suspendidos 920 - 1025
volatiles (mg /L)

Nitrégeno (mg /L) 172 - 178
Fosforo (mg /L) 32 - 35
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Tabla N.° 2. Caracterizacion de un efluente
amilaceo de una industria procesadora de
almidoén de papa.

PARAMETRO VALORES

pH 42- 48
Demanda quimica 11620 - 12500
de oxigeno

(DQO)(mg/L)

Demanda bioquimica 15810 - 16480
de oxigeno

(DBO) (mg /L)

Sdlidos totales 8540 — 9875
(mg/L)

Solidos volatiles 3250 - 3475
(mg/L)

Solidos disueltos 6015 -6070
totales (m g /L)

Sdlidos suspendidos 1750- 1885
totales (mg /L)

Solidos suspendidos 980 - 1075
volatiles (m g /L)

Nitrogeno (m g /L) 82-118
Fésforo (m g /L) 12-16

industriales y un contenido de P y N que los
hace valioso para la formulacion de un mos-
to para la fermentacién de levaduras. Los
procesos biotecnolégicos de fermentacion
aerobica para la reduccién de los niveles de
Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBO) de
efluentes de la industria alimentaria: Suero
lacteo y efluente amilaceo se observan en
las Tablas N.*4,5,6y 7 y FiguraN.° 1. Para
el suero lacteo una Demanda Quimica de
Oxigeno de 21400 22,100 mgde 0,/Ly una
Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBO,) de
17,500 0,/L mg.. 0,/L. solidos totales de 7500
a7875.mg0,/L lacteo y efluente amilaceo,
evaluandose el potencial de produccion de
biomasa forrajera y etanol, se presentan en
las 3,4y 5.

Se observo una reduccion de la DQO de
suero lacteo diluido de 22,100 mg de 0,/L a
1280 mg de 0,/L y de la Demanda Bioquimi-
ca de Oxigeno (DBO,) de 17,500 mg. 0,/L a
1100 mg 0,/L mediante el cultivo aerébico de
Kluyveromyces marxianus NRRL-Y-1109.

También se logré reducir la DQO de un
efluente de una industria de procesamiento
de almidén de papa de 22,500 mg 0,/L a
1480 mg 0,/L y de la DBO, de 26,400 mg
0,/L a 2100 mg 0,/L empleando un cultivo
aerdbico de Candida pseudotropicalis BT-
UNMSM-6; y de 22,100 mg de 0,/L de mixto
de Candida tropicalis BT-UNMSM-124 vy
Lipomyces starkeyi NRRL-11557 en condi-
ciones aerobicas.

Tabla. N.° 3. Rendimientos de produccion
de etanol de levaduras seleccionadas sobre
suero lacteo.

Cepa rendimiento de etanol Yp,s
% inicial de lactosa en suero
5% 10% 2%

K. marxianus 0,71 0,66 0.21
NRRL-Y-1109

K. marxianus 0,68 0,52 0.24
NRRL-Y- 2415

K. marxianus 0,62 048 0.31
BT-USM-189

K. marxianus 0,76 0,66 0.28
BT- USM- 54

K. marxianus 0,60 0,45 0.32
BT-USM- 64

K. lactis 0,66 0,51 0.25
BT- USM- 81

K thermotolerans 0,64 042 0.33
BT-USM- 82

C.pseudotropicalis 0,66 0,51 0.38
BT- USM- 6

C. pseudotropicalis 0,72 0,48 0.28
BT- USM- 9

C. pseudotropicalis 0,68 0,50 0.31
BT- USM- 22

C. pseudotropicalis 0,78 0,52 0.36
BT- USM- 25

C. pseudotropicalis 0,74 0,54 0.32
BT- USM- 56

C. pseudotropicalis 0,81 0,56 0.38
BT- USM- 84

C. curvata 0,66 042 0.28
BT- USM- 21

C. curvata 0,62 039 0.30
BT- USM- 24

T. cutaneum 0,58 0,32 0.22
BT-USM-40

T. cutaneum 0,56 0,38 0.34
BT-USM-50

T. cutaneum 0,58 0,44 0.32
BT- USM- 55
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Tabla N.° 4. Reduccion de la demanda qui-
mica de oxigeno (DQO) y de la demanda
bioquimica de oxigeno (DBO) de efluente
amilaceo tratado por fermentacion con can-
dida tropicalis BT-USM 124 con produccion
de biomasa.

Tabla N.° 5. Reduccion de la demanda qui-
mica de oxigeno (DQO) y de la demanda
bioquimica de oxigeno (DBO) de efluente
amilaceo tratado por fermentacién con cul-
tivo mixto de Candida tropicalis BT-USM 124
y Lipomyces starkeyi NRRL-Y-11557.

PARAMETROS EFLUENTE AMILACEO PARAMETROS EFLUENTE AMILACEO
EVALUADOS TOTAL DILUIDO EVALUADOS TOTAL DILUIDO 50%
DQO 12,500 6,300 DQO 12,500 6, 450
(mg O,/1L) (mg O,/L)
DBO 16,400 8,280 DBO 16,400 8,150
(mgO,/L (mg O,/L)
Peso seco de levaduras 12.75 6.85 Peso seco12. 75 7.15
(g /L) de levaduras (g /L)
Rendimiento celular (Y,) 30.31  33.59 Rendimiento 30.31 35. 01
(g/g X100) celular (Y,,)
(g/g X 100)
Almidé 42.7 20.
ini':is:oln 0 8 2065 Almidon inicial 42.78 20.78
g (g/L)
Almidén 0374  0.26 Almidén residual 0.72 0.36
residual (g /L) (g /L)
Tiempo de Fermentacion 48 36 Tiempo 48 36
(horas) fermentacion (Hrs)
DQO de cultivo filtrado 1480 885 DQO de cultivo 1480 765
(mg 0, /L) filtrado (mg 0, /L)
DBO de cultivo filrado 2100 1025 DBO de cultivo) 2085 1090
filtrado (mg 0, /L

(mg 0, /L) % de 85.04 84,36 % de disminucion 85, 32 86,58
disminucion de DQO
de DQO % de 82.99 85,88 % de disminucién 86,88 87,70
disminucion de DBO de DBO

50

448
40 -
= 22.1
. 195 2148
20
10 4
0

SUERO LACTEO DULCE

SUERO LACTEO DILUIDO

Figura N.° 1. Eficacia de la reduccién de la PQO y DBO en efluente de suero lacteo dulce
y suero lacteo diluido con k. marxianus y-1109.
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Tabla N.°6. Reduccion de la demanda quimica de oxigeno (dqo) y de la demanda bioquimica
de oxigeno (dbo) del suero lacteo total y desproteinizado tratado por fermentacion con Klu-

yveromyces marxianus NRRL-Y-1109.

PARAMETROS SUERO LACTEO DULCE SUERO DILUIDO
EVALUADO Total Desprot. Total Desprot.
DQO (mg O,/L) 44, 800 44,1000 21,480 21, 800
DBO (mg O,/L) 33, 250 31,175 17,500 16, 465
Peso seco de levaduras (g /L) 20.18 20.85 11.85 12.465
Rendimiento celular (Y, ) (g /g X 100)  37.40 41. 82 52.05 56.20
Lactosa inicial /g /L) 44. 65 44.48 22.32 22.56
Lactosa residual (g /L) 0.350 0.320 0.020 ---
Tiempo de fermentacion ( Hrs) 15 15 15 15

DQO de cultivo (mg 0,/L) 470 4620 1850 1280
DBO de cultivo (mg 0, /L) 3875 3780 1280 1100

% de disminucion de DQO 89.33 89,52 92.52 94.64

% de disminucion de DBO 88.34 87,87 90.37 93.91

Tabla N.° 7. Reduccion de la demanda quimica de oxigeno (DQO) y de la demanda bioquimica
de oxigeno (DBO) del suero lacteo total y desproteinizado tratado por fermentacién con Candida

pseudotropicalis BT-106.

PARAMETROS SUERO LACTEO DULCE S. DILUIDO
EVALUADOS Total Desprot. Total Desprot.o
DQO (mg O,/L) 44,800 44,100 22,100 21,480
DBO (mg O,/L) 33, 250 31,175 17, 500 16, 465
Peso seco de levaduras (g /L) 20.10 20.5 10.85 11.75
Rendimiento celular (Y ) 35.20 40.50 51.25 52. 50

(g9 /g X100)

Lactosa inicial (g /L) 44.65 44.48 22.32 22.56
Lactosa residual (g /L) 0.350 0.310 0.021 -
Tiempo de fermentacion (Hrs) 15 15 15 15

DQO de cultivo filtrado ( mg 0, /L) 4880 4920 1950 1280
DBO de cultivo filtrado (mg 0, /L) 3875 3780 1580 1210

% de disminucion de DQO 89.33 89,52 92.52 94.64

% de disminuciéon de DBO 86.34 85,87 88.25 91.65

IV. CONCLUSIONES

Las caracteristicas fisico-quimicas del suero
lacteo y efluentes amilaceos muestran un
alto contenido de materia organica biode-
gradable y un alto contenido de sélidos en
suspension.

La reduccién de la DBO y DQO depende de
la concentracion inicial de substratos. Una
disminucion 6ptima ocurre a una concen-
tracion inicial de substrato de 20-25 g/L de
azucar reductor, con la adicion de NH, SO,
extracto de levadura y un flujo de aireacion
de 1.5 VM.

Los procesos de tratamiento de efluentes
lacteos y amilaceos podrian suministrar las
bases para una serie de bioproducciones
facilmente integrables a un sistema de mayor
atraccién econdémica que la simple produc-
cion de levaduras forrajeras.
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