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INTRODUCCION

Algunos efluentes liquidos de las industrias de bebidas azucaradas, en
particular aquellos generados por "operaciones de descarte" (producto rechazado
durante el proceso de elaboracion por politicas de calidad, producto devuelto desde
gondola por falta de gas o cumplimiento de la fecha de vencimiento, entre otros),
presentan una concentracion de azucares simples (glucosa, fructosa y sacarosa) que
oscila entre 100 y 120 g/L. Estos efluentes tienen la particularidad de exhibir una alta
carga organica, con una Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) que puede alcanzar
valores cercanos a los 140.000 mg O./L, lo que determina la necesidad de un
tratamiento previo a su volcado a un cuerpo receptor. Estos procesos, entre los que se
encuentra la digestion anaerdbica, son costosos, demandan un alto tiempo de
residencia y equipos de gran volumen. Estudios previos desarrollados en el laboratorio
han demostrado que la fermentacion “batch” mediada por bacterias lacticas es un
proceso técnicamente factible para la produccion de acido L-lactico a partir de
efluentes de la industria de bebidas azucaradas. Aparte del beneficio econémico que
representaria la comercializacion del acido L-lactico (producto con alto valor de
mercado, demanda insatisfecha en nuestro pais y escasa o nula produccién nacional),
este proceso se traduciria en una alternativa al tratamiento convencional, con el
consiguiente ahorro de los costos de inversion y operacion.

El acido lactico es el AHA mas importante desde el punto de vista industrial,
debido a la variedad de aplicaciones que tiene, destacandose su empleo en la
industria alimenticia, cosmética, quimica y de plasticos y farmacéutica. En la dltima
década se incremento el interés por el acido lactico debido a su empleo en medicina
como precursor de polimeros biodegradables y biocompatibles utilizados en protesis e
implantes.

La fermentacion mediada por bacterias lacticas es un proceso que presenta
grandes desafios para la implementacion a escala industrial. Por tal motivo, resulta de
especial interés investigar las condiciones operacionales (pH, temperatura, velocidad
de agitacion, modo de operacién) asi como las bioldgicas (concentracion del indculo,
relacion biomasa/azucar, requerimientos nutricionales de las bacterias, efecto de los
compuestos presentes en los efluentes, entre los mas importantes). En el presente
trabajo, se decidié evaluar el impacto del pH sobre el desempefio de las bacterias
lacticas y seleccionar la mejor alternativa para lograr una fermentacion lactica exitosa.

OBJETIVOS
Evaluar el efecto del pH sobre el desempefio de las bacterias lacticas y

seleccionar la estrategia mas sencilla, econdmica y efectiva para estabilizarlo en los
valores apropiados para el crecimiento de las bacterias y produccién de acido lactico.

Proyecto: Obtencion de productos de valor agregado como estrategia de bajo impacto ambiental para el
tratamiento de efluentes de la industria de bebidas gaseosas (CAI+D 2011, Director: Dr. Raul N. Comelli)



METODOLOGIA

Las fermentaciones se llevaron a cabo en reactores tanque de 50 ml,
preservando la esterilidad. Los reactores fueron operados en forma "batch" bajo
condiciones anaerdbicas y a temperatura constante de 37°C. El ensayo se realizd por
duplicado, contabilizandose el tiempo de inicio de la fermentacion inmediatamente
después de la inoculacion. Las muestras se recogieron inmediatamente después de la
inoculacion y cada 12 h hasta el final del experimento. La concentracion inicial de
bacterias en el primer ensayo fue de 180 mg/L, mientras que en el segundo ensayo
fue de 100 mg/L. Las células se cultivaron previamente en caldo MRS a 37°C durante
72 h.

En todos los experimentos se empled una cepa de bacteria lactica comercial
(Lactobacillus casei CRL431), microorganismo heterofermentativo facultativo vy
productor del isémero L del acido lactico a partir de hexosas. Se empled un medio
sintético compuesto por glucosa 100 g/L y 5 g/L de extracto de levadura comercial
(Britania, Argentina). A cada reactor se lo suplementé con diversos compuestos para
regular el pH: carbonato de calcio (CaCOs), carbonato de magnesio (MgCOs) y buffer
fosfato 0,1 M. En todos los casos se agrego indicador Purpura de Bromo-Cresol.

Se realizd un seguimiento en el tiempo de los siguientes parametros: 1)
Biomasa, por turbidimetria a 480 nm. Estos valores se correlacionaron con la
concentracion de microorganismos mediante una curva de calibrado previamente
construida siguiendo la técnica estdndar para determinar Sdlidos Suspendidos
Volatiles (SSV). 2) Azucares reductores, por el método espectrofotométrico del acido
dinitrosalicilico (DNS; Miller, 1959). 3) Acido lactico, mediante un kit enzimatico
especifico, siguiendo las recomendaciones especificas del fabricante (Wiener Lab.,
Argentina).

RESULTADOS

Se realizaron ensayos previos de fermentacion sobre diferentes fuentes de
carbono (glucosa, fructosa, sacarosa, lactosa, manitol, sorbitol y xilosa) para confirmar
el tipo de metabolismo de la cepa empleada y el espectro de sustratos carbonados
capaces de ser metabolizados. Tal como se esperaba, la cepa de L. casei ensayada
presentd metabolismo heterofermentativo facultativo, con producciéon de acido L-lactico
sin generacion de CO; (via homofermentativa) a partir de las hexosas. También resulto
capaz de fermentar glucosa, fructosa y sacarosa, dato muy importante para el
presente proyecto por tratarse de los azucares presentes en los efluentes en estudio.

Numerosos reportes disponibles en la literatura especializada indican que el pH
optimo para la fermentacion lactica se situa en valores cercanos a 6.5 y el mismo debe
mantenerse durante toda la fermentacion, es decir, neutralizado el acido que van
produciendo las bacterias. Este dato fue confirmado mediante ensayos de
fermentacion a diferentes pH iniciales del medio de fermentacién. Por otro lado, se
corroboré que la fermentacién lactica era incompleta cuando el pH del medio no se
regulaba durante toda la experiencia, seguramente por inhibicién por producto. Se
decidié entonces, evaluar diferentes estrategias para mantener el pH en valores
cercanos a 6,5 durante toda la experiencia: a) buffer fosfato 0.1 M, b) dosificacion
puntual con NaOH 10 N, c) carbonato de calcio (40 g/L) y d) carbonato de magnesio
(40 g/L).

Los ensayos de fermentacion fueron realizados por duplicado, empleando
medios sintéticos y se registro la evolucion en el tiempo de las concentraciones de
biomasa, azlcares y acido lactico. Para los reactores con carbonatos no se reportan
los resultados de la concentracion de biomasa dado que los carbonatos dificultaron su



determinacion. Ademas, para estos reactores sélo se midié produccion de acido lactico
a tiempo inicial y final. Con estos datos se calcul6 el Rendimiento en acido lactico (Y a.,
g acido lactico/g azucar consumido). Las graficas se muestran en la Figura 1, mientras
que el rendimiento en acido lactico se presenta en la Tabla 1.
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Figura 1. Ensayos de fermentacién mediada por bacterias lacticas. Evolucién de las
concentraciones de biomasa [a], azucar [b] y acido lactico [c] a lo largo de los ensayos
realizados. El pH del medio se mantuvo en valores cercanos a 6.5 durante toda la experiencia
mediante el agregado de diferentes reactivos (ver leyendas).

Tabla 1. Rendimientos en acido lactico de las fermentaciones realizadas.

Reactor Producciéon maxima | Rendimiento acido lactico,
(agente empleado para regular el de acido lactico Ya
pH) (9/'—) (g acido Iécticolgazucar consumido!
Buffer fosfato 22,1 0,68
Ajuste manual 26,4 0,83
Carbonato de calcio 41,5 0,70
Carbonato de magnesio 24.5 0,70

Los resultados muestran que el consumo de azucares fue de alrededor del
40% para los reactores con buffer fosfato y ajuste puntual de pH, mientras que para
los reactores con carbonatos el consumo de azucares fue mayor en el mismo periodo
de tiempo (alrededor de 96 hs de ensayo). Se destaca que para el caso del carbonato
de calcio el consumo de azucares fue de alrededor de un 70%. Sin embargo, el mayor
consumo de azucares no tuvo relacion directa con los rendimientos en acido lactico,



dado que los mayores rendimientos se registraron en los ensayos con ajuste de pH
por agregado de NaOH. Estudios adicionales son necesarios para profundizar este
aspecto.

Las mediciones del pH al final de las experiencias indicaron que este parametro
se mantuvo en valores cercanos a 6.5, sugiriendo que el empleo de carbonatos es una
estrategia sencilla para mantener el pH en los valores recomendados para este tipo de
fermentaciones.

CONCLUSIONES

El empleo de carbonatos de calcio o magnesio como agentes amortiguadores
del pH a lo largo de las fermentaciones lacticas es una alternativa técnicamente
factible e interesante para la aplicacion industrial del proceso, dado que se podria
reemplazar costoso equipamiento para la medicion, monitoreo permanente y ajuste del
pH a lo largo de la fermentacion.
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