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APRESENTACAO

As Ciéncias Agrarias sdo um campo de estudo multidisciplinar por exceléncia, e
um dos mais proficuos em termos de pesquisas e aprimoramento técnico. A demanda
mundial por alimentos e a crescente degradacdo ambiental impulsionam a busca
constante por solugdes sustentaveis de producédo e por medidas visando a preservacao
e recuperacao dos recursos naturais.

A obra Agrarias: Pesquisa e Inovacao nas Ciéncias que Alimentam o Mundo
compila pesquisas atuais e extremamente relevantes, apresentadas em linguagem
cientifica de facil entendimento. Na coletanea, o leitor encontrara textos que tratam dos
sistemas produtivos em seus diversos aspectos, além de estudos que exploram diferentes
perspectivas ou abordagens sobre a planta, o meio ambiente, o animal, o homem e a
sociedade no ambiente rural.

E uma obra que fornece dados, informacées e resultados de pesquisas tanto para
pesquisadores e atuantes nas diversas areas das Ciéncias Agrarias, como para o leitor
que tenha a curiosidade de entender e expandir seus conhecimentos.

Este Volume VIl traz 26 artigos de estudiosos de diversos paises, divididos em
quatro eixos tematicos: Cultura e Sociedade no Contexto Rural; Producdo Sustentavel;
Producéo Vegetal e Solos e Aquacultura, Produgéo Animal e Veterinaria.

Desejo a todos uma proveitosa leitura!

Eduardo Eugénio Spers
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RESUMEN: EI sector sucroalcoholero
tucumano, produce etanol, azucar, bagazo,
residuo solido de la molienda para obtener
papel y electricidad y vinaza que es el
principal efluente liquido generado durante la
produccién de alcohol etilico. La descarga de
este tipo de efluentes no tratados produce la
contaminacion de los rios. El objetivo de este
trabajo es obtener menores cantidades de
vinaza al utilizar cepas de levaduras aisladas
de melazas que produzcan altos porcentajes
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de alcohol. Se tomaron muestras de melazas de distintos ingenios tucumanos para llevar
a cabo aislamientos de levaduras usando medios YPD e YPS con antibiéticos. Para la
propagacion de los microorganismos se utilizd medio YPS con 50 g/l de sacarosa
incubando en bafo termostatizado a 30°C con agitacion. Las fermentaciones se
realizaron por duplicado en frascos con 200 ml de medio YPS partiendo de 250 g/L de
sacarosa que fueron incubados en estufa a 30°C. Se determind ART y concentracion
de etanol. Se aislaron tres cepas de lavaduras de elevado poder fermentativo: A2, A10 y
A1, que produjeron 11,74; 12,81 y 13,20% de etanol respectivamente. Desde el punto de
vista ambiental al utilizar la cepa Saccharomyces cerevisiae A2, aislada en este trabajo,
se lograria disminuir en un 30% los niveles de vinaza generados pasando de un promedio
de 18 L, ../ Lcoro @ 9 Linase/Laconor Al Producir la cepa Saccharomyces cerevisiae A2 a
gran escala y utilizarla en los ingenios traera beneficios para la produccion, consumo
energético y ventajas ambientales disminuyendo la contaminacion en rios. Al producir
la cepa Saccharomyces cerevisiae A2 a gran escala y utilizarla en los ingenios traera
beneficios para la produccion, consumo energético y ventajas ambientales.

PALABRAS CLAVE: Vinaza. Bioetanol. Fermentacion. Cepas hiperproductoras.

REDUCTION OF THE AMOUNT OF VINASSE BY INCREASING THE FINAL
CONCENTRATION OF ETHANOL BY FERMENTATION OF Saccharomyces cerevisiae

ABSTRACT: The Tucuman sugar and alcohol sector produces ethanol, sugar, bagasse,
solid waste from milling to obtain paper and electricity and vinasse, which is the main
liquid effluent generated during the production of ethyl alcohol. The discharge of this
type of untreated effluent produces pollution of the rivers. The objective of this work is to
obtain lower amounts of vinasse using yeast strains isolated from molasses that produce
high percentages of alcohol. Molasses samples were taken from different Tucuman
sugar mills to carry out yeast isolations using YPD and YPS media with antibiotics. For
the propagation of the microorganisms YPS medium with 50 g/l of sucrose was used
incubating in thermostatted bath at 30°C with agitation. The fermentations were carried
out in duplicate in flasks with 200 ml of YPS medium starting from 250 g/L of sucrose that
were incubated at 30°C. ART and ethanol concentration were determined. Three strains
of high fermentative power were isolated: A2, A10 and A11, which produced 11.74; 12.81
and 13.20% ethanol respectively. From the environmental point of view when using the
strain Saccharomyces cerevisiae A2, isolated in this work, it would be possible to reduce
the vinasse levels generated by 30%, going from an average of 13 Lvinasse/Lalcohol
to 9 Lvinasse/Lalcohol. Producing the Saccharomyces cerevisiae A2 strain on a large
scale and using it in the mills will bring benefits for production, energy consumption and
environmental benefits, reducing pollution in rivers.

KEYWORDS: Vinasse. Bioethanol. Fermentation. Hyperproducing strains.

1INTRODUCCION

Elimpulso del bioetanol enla Argentina, proveniente de la cafia de azlicar se plasmo
juridicamente con la sancion de la Ley 26.334, “Régimen de Promocion de la Produccion
de Bioetanol” en el afio 2008. La Ley 26.093, “Régimen de Regulacién y Promocioén para

la Produccion y Usos Sustentables de Biocombustibles”, entrd en vigencia en el afio 2010
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y establecid que se debera abastecer con el 5% como minimo de etanol a la totalidad de
las naftas, porcentaje que fue aumentando con los anos.

El objetivo de garantizar la sustentabilidad en la produccion de etanol es suficiente
estimulo en la busqueda de tecnologias alternativas que contribuyan a satisfacerla o bien
de perfeccionar las existentes.

Esto significara una oportunidad para el sector azucarero para ampliar las
superficies sembradas con cana de azucar y para los industriales la produccién de
etanol anhidro.

Tabla 1: Distribucion de los ingenios azucareros en Argentina (Seixas., 2007).

Provincias N° de Ingenios
Tucuman 15
Jujuy 3
Salta 2
Santa fe 2
Misiones 1

Para incrementar la produccion de etanol, sin incrementar la superficie de cafna
sembrada, las estrategias se basan en disminuir los porcentajes de produccion de azucar,
ya sea: a) produciendo mieles con mayores contenidos de azucar para ser destinadas a
fermentacion alcoholica; b) considerar el uso de las melazas, sin alterar de esta forma el
proceso productivo, adicionando jugo de cafa en los mostos para fermentacion.

Los biocombustibles son aquellos combustibles de origen bioldgico, obtenidos a
partir de biomasa utilizando restos organicos, estos proceden habitualmente del azucar,
trigo, maiz o semillas oleaginosas, por lo que son considerados una energia renovable, a
diferencia de los derivados del petréleo obtenidos de yacimientos petroliferos.

Elinterés en su uso se ha incrementado en la medida en que los gobiernos buscan
disminuir e inclusive eliminar la dependencia de los combustibles fosiles, para garantizar a
futuro, mayor seguridad energética, a la vez que se beneficia el ambiente.

Dichos biocombustibles se pueden presentar tanto en forma sélida (biomasa),
liquida (bioalcoholes, biodiesel) y gaseosa (biogas, biohidrogeno).

Una de las principales ventajas de los biocombustibles es que disminuyen la
emision de gases a la atmosfera con la consiguiente disminucion del efecto invernadero
(Balat y col., 2009).

Agrarias: Pesquisa e Inovagéo nas Ciéncias que Alimentam o Mundo VIII Capitulo 7 m



Los combustibles renovables reducen el volumen total de CO, que se emite
a la atmosfera, ya que los vegetales utilizados para su produccion, absorben CO, a
medida que crecen mediante la fotosintesis, por lo que se produce un proceso de ciclo
cerrado. Ademas, reducen la lluvia acida, mejoran la calidad del aire en zonas urbanas, no
contaminan el agua y producen menor cantidad de residuos.

Algunos gases atmosféricos retienen y evitan que parte del calor proveniente del
sol retorne al espacio, estos componen menos de una centésima parte de los gases de
la atmosfera, y son los llamados “gases de efecto invernadero”, entre ellos se incluyen
principalmente vapor de agua (H,0), dioxido de carbono (CO,), metano (CH,), dxidos
de nitrégeno (NO,) y ozono (O,), los cuales son necesarios para el mantenimiento de la
temperatura terrestre; pero un incremento del contenido de estos gases en la atmdsfera,
causa lo que llamamos efecto invernadero (Maas y col., 2008). Por este motivo la quema
de hidrocarburos es uno de los factores que explica el calentamiento global, por las
emisiones de dioxido de carbono (CO,) (Pirkov y col., 2008).

Los biocombustibles son a menudo mezclados con otros combustibles en pequefias
proporciones, facilitando una reduccion util pero limitada de los gases de efecto invernadero.
Pueden llegar a sustituir totalmente a las naftas o al gasoil (Kotaka y col., 2008).

Las reservas de los combustibles fosiles: petroleo, gas, etc.; estan presentando
senales de agotamiento. Se estima que a mediano plazo ya no sera posible cubrir la demanda
mundial y, en consecuencia, se espera un fuerte aumento en los precios (Pirkov y col., 2008).

Esta situacion, sumada a la contaminacién ambiental y al calentamiento global,
provocados principalmente por el uso desmedido de este tipo de combustibles, es un
reto de enormes proporciones, pero también una oportunidad para la implementacion de

energias renovables.

2 MATERIALES Y METODOS
21 MEDIOS DE CULTIVO

Medio YPD agar (gL"): extracto de levadura, 10, peptona, 10, dextrosa, 20, agar, 15.

Medio YPS de propagacion (gL"): extracto de levadura, 10, peptona, 10,
sacarosa, 50.

Medio YPS de fermentacion (gL'): extracto de levadura, 10, peptona, 10,

sacarosa, 250.

Medio Melaza de fermentacion
La muestra de melaza, utilizada para preparar los medios de cultivo, se tomo

de Ingenios Tucumanos para ser utilizada en los distintos ensayos. Se determind la
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concentracion de azucares reductores totales (ART) y se diluyo la melaza hasta 25% de
ART. Se esterilizd en autoclave a 1 atm de sobrepresion (121 °C) durante 15 min (Basso y
col., 2008).

Todos los medios se esterilizaron en autoclave a 1 atm de sobrepresion (121°C)
durante 15 min. (Nishida y col., 2004).

2.2 AISLAMIENTOS DE LEVADURAS A PARTIR DE MELAZA DE CANA DE AZUCAR
Y UVAS

Se tomaron muestras de melazas de Ingenios Tucumanos y uvas de diferentes
viiedos de la provincia de Salta.

Para llevar a cabo aislamientos de levaduras se utilizd medio YPD agar adicionado
de antibioticos (composicion en gL™ ampicilina, 20; tetraciclina, 10; cloranfenicol, 20;
eritromicina, 20).

Se realizaron diluciones sucesivas de cada una de las muestras de melaza (10,
102,103,104, 10°) y se inocularon 100 pL de las diluciones en medio de cultivo YPD agar
por diseminacion en superficie utilizando espatula de Drigalsky. Se incubaron a 30 °C
durante 24 horas. Por ultimo, se repicaron las colonias aisladas.

Las uvas fueron lavadas con agua destilada y se inoculé con 100 pL del agua de

lavado en mismo medio en las condiciones antes descriptas para los aislamientos de melaza.

2.3 SELECCION DE LEVADURAS CON MAYOR PRODUCCION DE ETANOL
2.31 Preparacion de indculos para ensayos de fermentacion

Se hizo crecer cada microorganismo en medio YPS de propagacion, con agitacion
constante a 200 rpmy 30 °C. Luego de 72 h, se tomo una muestra para medir la Densidad
Optica (D.O) a 640 nm.

Se inoculo el medio de fermentacion con 0,50 g de biomasa L.

2.3.2 Fermentacion

Las fermentaciones se realizaron por triplicado en frascos con 50 mL de medio
YPS con 250 gL' de sacarosa. Se utilizé un frasco para cada toma de muestra, el cual fue
representativo para cada tiempo de fermentacion. Los frascos se inocularon con 0,50 gL
de biomasa base seca. Fueron incubados en estufa a 30°C. Se tomaron muestras cada 8
h, estando cada muestra representada por un frasco.

El medio de cultivo de cada frasco fue centrifugado, en el sobrenadante se

determind azucares reductores totales (ART), azlcares reductores directos (ARD), y
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concentracion de etanol. El peso seco, para determinar la produccion de biomasa, fue

calculado a partir del precipitado.

2.4 CARACTERIZACION Y TAXONOMIA MOLECULAR

La extraccion de ADN se llevd a cabo siguiendo la metodologia descripta por
Yamaday col., 2002.

La corrida electroforética de las muestras de ADN se realizd en gel de agarosa
0,8%. Se sembraron 5 pl de cada muestra de ADN extraido, la tincion se realizd con
bromuro de etidio en buffer TAE 1X y se visualizd con el analizador de imagenes Gel
Doc. BIORAD. La concentracion de ADN de cada muestra fue determinada utilizando un
marcador de ADN cromosomal K562.

Los fragmentos de PCR fueron secuenciados por Macrogen (Corea), en un
secuenciador modelo ABI prisma 373A (PE Applied BioSystems).

Los resultados de la secuenciacion fueron analizados por comparacion con
los genes del ARNr 26S de las bases de datos presentes en el NCBI (National Center
for Biotechnology Information) y alineados utilizando el software MEGA 4 (Tamura,
y col., 2007). Luego de excluir las regiones ambiguas de las secuencias, inserciones y
deleciones, se construyo un arbol evolutivo, usando el algoritmo de Neighbor- Joining
(Fitch y col., 1967).

2.5 DETERMINACIONES DE BIOMASA, ETANOL Y AZUCARES.

El crecimiento de las levaduras fue evaluado mediante peso seco. Para
determinar la concentracion de etanol, se destilaron 10 mL del medio fermentado y
luego se realizo la lectura en refractometro de inmersion CARLS ZEISS. Se optd por
el refractometro de inmersion para medir concentracion de etanol por su practicidad,
sencillez, rapidez y validez al analizar un gran nimero de muestras. Los azucares fueron
determinados usando el método volumétrico de Fehling-Causse-Bonnans (F.C.B)
(AOAC, 2000; Abate, 1985).

3 RESULTADOS Y DISCUSION
31 AISLAMIENTOS Y SELECCION DE LEVADURAS

Con el objetivo de seleccionar levaduras productoras de etanol, se realizaron
aislamientos a partir de muestras de melazas y de uvas, obtenidas de Ingenios de

la Provincia de Tucuman y de fincas de Salta respectivamente. Dichos aislamientos
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se realizaron en medio YPS agarizado adicionado de antibioticos. Se seleccionaron
colonias con aspecto levaduriforme, y se confirmd la identidad de las mismas mediante
observacion microscopica. Se obtuvieron 30 aislamientos de los cuales, 16 produjeron
una concentracion de alcohol menor a 5% luego de 120 h de incubacién. Cabe destacar
que la mayoria de los mismos correspondieron los obtenidos de uvas. Los 14 restantes
oscilaron entre el 5 y 13%. Los 7 aislamientos provenientes de las muestras de melazas
(A), se muestran en la tabla 2 con sus correspondientes porcentajes de etanol y ART. En
esta etapa de seleccion, se trabajo con fermentaciones largas de 140 horas soélo con el
objetivo de estudiar la potencialidad de la cepa con respecto a la produccion de etanol.

Tabla 2. Produccién de etanol y consumo de ART por levaduras aisladas de melazas de cafia de azucar, crecidas
en medio YPS con 250 gL de sacarosa.

ETANOL ART FINAL

AISLAMIENTOS o )

Al 11,20 3,01

A2 12,87 1,65

Ad 8,45 7,12

A5 5,71 10,32

A9 11,87 2,22

A10 13,20 2,55

A1 13,20 3,15

Las concentraciones de etanol mas elevadas fueron producidas por los
aislamientos A2 (12,87%), A10 (13,20%) y A11 (13,20%). Teniendo en cuenta los criterios
utilizados, se seleccionaron los aislamientos A2, A10 y A11 para llevar a cabo los
ensayos posteriores.

Los aislamientos seleccionados en este trabajo, fueron incubados en medio YPS
con 250 gL de azlcar, a 30 °C durante 144 h (Fig. 1ay b, Tablas 3y 4).

Fig. 1: a) Produccion de etanol por los aislamientos A2, A10 y A1, crecidos en medio YPS con 250 gL de sacarosa
a 30 °C. b) Variacion de los ART por los aislamientos A2, A10 y A11, en medio YPS con 250 gL de sacarosa a 30 °C
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EnlaFiguraia, se observa que las concentraciones de etanol maximas alcanzadas
para las cepas A2, A10 y At1, fueron 12,87; 13,64 y 13,46% respectivamente. Los perfiles
de concentracion de etanol alcanzada por los aislamientos A2, A10 y A1l fueron muy
similares a lo largo del tiempo y las cepas A10 y A1l presentaron mayor concentracion
final de etanol que la cepa A2.

En la Figura 1 b, se observa que el porcentaje de azucar residual final para los
aislamientos A2, A10 y A1l fue 1,65; 2,55 y 3,15% respectivamente. Estas tres cepas fueron
aisladas de melazas donde las mismas ya estaban sometidas a una elevada concentracion
de azucares. Diaz Montafo y colaboradores (2008), estudiaron la capacidad fermentativa
de cinco cepas de levaduras aisladas a partir de jugo de agave. Dichos autores, observaron
valores similares a las 24 horas con tres de ellas, identificadas como Saccharomyces
cerevisiae, que presentaron una produccion de etanol de 5,18 + 0,15%, demostrando una
mayor tolerancia al etanol que las dos cepas restantes, aisladas y clasificadas como
Kloeckera africana y K. apiculata, que mostraron escaso crecimiento y produjeron una

menor concentracion de etanol, 2,90 + 0,20%.

Tabla 3: Valores de ARD (%) durante la fermentacion por parte de los aislamientos A2, A10 y A11 en medio YPS 250

gL"a 30 °C.
Aislamientos
Tiempo(h) A2 A10 A11
12 1,62 % 6,80 % 3,62%
24 2,18 % 6,35 % 5,84 %
36 3,44 % 6,23 % 5,50 %
48 317 % 9,17 % 5,94 %
60 4,46 % 5,00 % 7,25%
72 4,31 % 6,17 % 5,16 %
144 1,50 % 1,22% 3,05%

Los resultados de la Tabla 3 ponen en evidencia que la hidrdlisis de sacarosa
tuvo lugar durante todo el ensayo; y ni glucosa ni fructosa no se habrian encontrado en
concentraciones limitantes. Por otro lado, la hidrélisis de la sacarosa no se vio inhibida
por la concentracion de etanol. Cabe destacar que a las 144 h, los valores de ARD fueron
similares a los de ART para las tres cepas ensayadas, debido a que la mayor parte de la
sacarosa se encontraba hidrolizada.

Tabla 4: Produccion de biomasa (gL-1) durante la fermentacion por los aislamientos A2, A10 y A11 en medio YPS
250 gL-1 de sacarosa a 30 °C.

Aislamiento

Tiempo(h] A2 A10 A1
12 2,77 gL 2,61 gL 2,38 gL
60 368gL" 3,15gL" 3,60gL"
72 3,80 gL 463 gL 3,67 gL
144 437 gL 471 gL 4,30gL"
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En la Tabla 4 podemos observar que la biomasa correspondiente a los tres
aislamientos fue similar a lo largo de la fermentacion; y que las cepas continuaron
desarrollandose aun cuando la concentracion de etanol habia superado el 10% (Fig. 10,
60 horas).

3.2 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS Y DE CRECIMIENTO DE LOS
MICROORGANISMOS SELECCIONADOS

Las levaduras seleccionadas, al crecer en medio YPS agarizado, presentaron
colonias blancas y cremosas.

Cuando las cepas fueron desarrolladas en medio liquido se observo que la cepa
A2 presentaba un crecimiento homogéneo y disperso, mientras que el crecimiento de
las cepas A10 y A11 fue floculento. La biomasa se asociaba formando conglomerados o
fléculos de 1 mm de diametro, los que al final de la fermentacion se depositaban en la base
del frasco de cultivo.

Las tres cepas fueron observadas al microscopio 6ptico, observandose que los
3 aislamientos presentaban forma ovoide, caracteristica de levaduras. También se pudo
observar la presencia de levaduras en divisidén celular por gemacioén y la ausencia de

pseudomicelios (Fig. 2).

Fig. 2: Microscopia optica de las levaduras aisladas A2, A10 y A11. Aumento 1000 X.

A2 A10 All

3.3 IDENTIFICACION DE LOS MICROORGANISMOS SELECCIONADOS:
CARACTERIZACION Y TAXONOMIA MOLECULAR

Para la identificacion de los microorganismos se realizd la caracterizacion
taxonomica molecular de los aislamientos seleccionados, A2, A10 y A11; la cual se llevo a

cabo mediante secuenciacion del ADNr 268S.
Extraccion de ADN

En una primera etapa se realizo la extraccion de ADN utilizando perlas de vidrio y
shock térmico.
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Fig. 3: Electroforesis en gel de agarosa al 0,8% de muestras de ADN correspondientes a las cepas en estudio.
Calles: 1y 8, Marcador de ADN cromosomal K562; 2 y 3, ADN aislado a partir de A2; 4y 5, ADN aislado a partir de
A10; 6 y 7, ADN aislado a partir de A11.

1 2 3 4 5 6 7 8

Ampilificacion del ADNr 26S

Se realizé la identificacion taxondmica de las cepas A2, A1l y Al1, a través de
amplificacion del gen ARNr 26S que codifica para la subunidad mayor del ribosoma.
Para tal fin, se emplearon cebadores universales (NL1- NL4) que amplifican la regién D1/
D2 del gen mencionado, los cuales permiten establecer relaciones filogenéticas entre
las especies de levaduras. A partir del ADN genémico se amplificd el gen en estudio de

aproximadamente 550 pb. (Fig. 4).

Fig. 4: Electroforesis en gel de agarosa al 1% de productos de amplificacion del gen del ARNr 26S. Calles: M.
Marcador de peso molecular 1kb; 1. Aislamiento A2; 2. Aislamiento A10; 3. Aislamiento A11y 4. Control negativo.

M 1 2 3 4 &5 6 7

10.00

1.500

250
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Fig. 5: Arbol filogenético obtenido por el método de Neighbor-Joining, a partir del analisis del ADNr 26S de los
aislamientos A2, 10 y 11. Los nimeros de acceso a las cepas tipo se encuentran entre paréntesis.

Saccharomyces sp. A2
S. cerevisiae CECT 11762 (AJ544259)
971 Saccharomyces sp. A10
Saccharomyces sp. A11
S. cerevisiae GDB 810 (EF554822)
S. cerevisiae CBS 1907 (AJ508581)
S. bayanus NRRL Y-17034 (AY130339)
S. bayanus CBS 425 (EU145747)
97| S. uvarum CBS 377 (EU145759)
S. uvarum DBVPG 4171 (EU020102)
Zygosaccharomyces bisporus ATCC 52405 (DQ167569)
Candida tropicalis KCTC 7830 (AF257268)

A
0.02

Los fragmentos amplificados fueron purificados, secuenciados y posteriormente
editados para la construccion de un arbol filogenético que permita establecer la
identificacion de las cepas en estudio (Fig. 5).

A partir de la base de datos del NCBI (Centro Nacional para la Informacion
Biotecnoldgica) se obtuvieron las secuencias de nucleétidos de los genes del ARNr 26S
correspondiente alas cepas de referenciaempleadas paralaidentificacion de los aislamientos
A2, A10 y A11. En la Figura 5 se observa que los aislamientos A2 y A10, A11, presentan un
elevado porcentaje de similitud de aproximadamente del 99% con las cepas de levadura
Sacharomyces cerevisiae GDB 810 (EF554822) y CBS 1907 (AJ508581), respectivamente.

3.4 USO DEL AISLAMIENTO A2 PARA LA PRODUCCION DE ETANOL Y SUS
VENTAJAS AMBIENTALES ASOCIADAS

Bajo las condiciones consideradas, para un ingenio tipo (se usaron los balances
generados a partir de datos experimentales de un Ingenio en Tucuman, Argentina), se genero

un modelo al que se introdujeron las variables que interesan para este trabajo (Tabla 5).

Tabla 5: Efecto del uso de una levadura con mayor poder fermentativo sobre el consumo de cafa (%) y el consumo
de vapor en destileria (Kg. vapor/litro de alcohol).

‘ Tenor alcohélico ” 10% ” 11% H 12% ‘
‘ Consumo total de cana (%) ” 47,22 ” 46,50 H 45,77 ‘
Consumo de vapor en destileria
4,50 4,25 4,00
(Kg. vaporllitro de alcohol)
Volumen de vinaza promedio por
13 il 9

litro de alcohol (Lvinaza/Laicohol)
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En la Tabla 5 se observa que el consumo total de vapor disminuye en un 3,07%
al mejorar a 12% la concentracion final de alcohol en cuba, y esta disminucion se debe
principalmente a un ahorro del 11,1% en el consumo de vapor en la destileria. También se
puede apreciar que la produccion de vinaza se reduce un 30%.

Actualmente una destileria que produce 100 m® de alcohol 96° por dia, descarga
1300 m® de vinaza, es decir, se generan 13L vinaza cada litro de alcohol producido
(Secretaria de Estado de Gobierno y Justicia., 2009).

Todos los ingenios tucumanos comienzan sus procesos fermentativos utilizando
una levadura comercial de panificacion. En la Tabla 6 se compara la cepa comercial de
panificacion y la cepa aislada, estudiada y seleccionada en este trabajo (Saccharomyces

cerevisiae A2).

Tabla 6: Comparacion levadura Comercial de panificacion y Saccharomyces cerevisiae A2.

Produccién promedio
Tiempo de C [of total | C de vaporen de vinaza por litro de
Microorganismo Origen Fermentacion de Etanol de cafia destileria alcohol
Levadura comercial 4,5 Kg. vapor/litro de
de panificacion CALSA-ARGENTINA 10 horas 10% 47,22% alcohol 13 S R
Saccharomyces Levadura aislada de 4 Kg. vapor/litro de
cerevisiae A2 melaza 10 horas 12% 4577% alcohol 9 Lvmaza L,.m.

Al comparar ambas cepas se observo que Saccharomyces cerevisiae A2 produce
mayor porcentaje de etanol (12%) que la cepa comercial de panificacion (10%) en el mismo
tiempo de fermentacion (10h) y se lograria disminuir en un 30% los niveles de vinaza

generados pasando de un promediode 3L, /L a9l /L lo que otorgaria un

alcohol

importante beneficio ambiental.

4 CONCLUSIONES

Selogro aislar 30 diferentes levaduras a partir de muestras de melaza, jugo de cafna
de distintos ingenios tucumanos, de suelo de canaverales y de uvas de la region de Salta,
utilizando estrategias y medios que favorecen el crecimiento de dichos microorganismos
en el ambito del laboratorio.

Del total de levaduras aisladas a partir de muestras de melazas, jugos y de uvas, 16
produjeron porcentajes de etanol menores al 5% mientras de las 14 restantes produjeron
concentraciones de etanol mayor al 5%.

Se seleccionaron los aislamientos A2, A10 y A1l como buenos productores de
etanol con valores de concentracion de etanol registrados, en medio YPS a 160 h, de
12,87, 13,64 y 13,46% respectivamente.
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Se observo que la cepa A2 presentd un crecimiento homogéneo en medio liquido,
esta caracteristica es compatible con la tecnologia utilizada actualmente en la industria.
Estos resultados sefalan a la cepa A2 como candidata a ser usada en la produccion
industrial de etanol sin necesitar realizar cambios tecnoldgicos. Se observo que las cepas
A10 y A11 presentaban un crecimiento de naturaleza floculento en medio liquido.

Se identificaron taxondmicamente los aislamientos A2, A10 y A12 y el analisis de
las secuencias obtenidas permitid asignar una identidad del 99% con Saccharomyces
cerevisiae.

El escalamiento de esta cepa de levadura con alta produccion de etanol, aislada
naturalmente del medio ambiente es un punto clave en el circuito sustentable orientado a
lograr mejoras a nivel tecnologico e industrial.

Desde el punto de vista ambiental al utilizar la cepa Saccharomyces cerevisiae A2
se lograria disminuir en un 30% los niveles de vinaza generados pasando de un promedio
de13L, /L a9l

vinaza’ vinaza/ alcohol

Por lo tanto, incrementar el poder fermentativo en por lo menos dos puntos

Alconol lo que otorgaria un importante beneficio ambiental.
significa: aumentar la capacidad de produccion, un menor consumo energético para la
destilacion y disminuir los litros de vinaza producidos por litro de alcohol.

Lo que hace de la cepa Saccharomyces cerevisiae A2, una productora de bioetanol
con potenciales beneficios ambientales, energéticos y economicos, para proyectarla a
escala Industrial.
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