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INTRODUCCION

La fermentacion mediada por las BAL presenta grandes desafios para la
implementacion a escala industrial, siendo uno de los principales la seleccion de
materias primas econdmicas, sustentables y capaces de cumplir con las exigencias
nutricionales de los microorganismos. En este sentido, se han visualizados algunos
efluentes industriales como materia prima para la produccidon de éacido L(+) lactico.
Estos incluyen efluentes liquidos de las industrias de bebidas azucaradas (como
fuente de carbono) y efluentes provenientes de purgas y lavados de tanques de la
industria cervecera (como fuente de nutrientes). Por tal motivo, resulta de especial
interés investigar el impacto de algunas condiciones operacionales (aireacion por
ejemplo) y biolégicas (concentracion del inéculo, relacion biomasa/azicar,
requerimientos nutricionales de las bacterias, efecto de los compuestos presentes en
los efluentes, entre los mas importantes).

OBJETIVOS

Evaluar el efecto de la microaireacion sobre el desempefio fermentativo y la
produccion de acido L (+) lactico de dos cepas de bacterias acido-lacticas (BAL).

Valorar la factibilidad de emplear efluentes provenientes de la industria cervecera y
de bebidas analcohdlicas azucaradas como suplemento nutricional y fuente de energia
para la fermentacion lactica.

METODOLOGIA

Se realizo la caracterizacion metabdlica de dos cepas de BAL pertenecientes al género
Lactobacillus: L. casei (heterofermentativo facultativo) y L. salivarius
(homofermentativo estricto). Los reactores fueron operados en forma "batch" bajo
condiciones de microaireacion a temperatura constante de 37°C. El ensayo se realizd
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por duplicado, iniciando la fermentacién inmediatamente después de la inoculacién.
Las bacterias fueron reactivadas y cultivadas previamente en caldo MRS a 37°C
durante 48 horas en condiciones anaerébicas. Las muestras se recogieron a tiempo
inicial y cada 24 horas hasta la finalizacion de la experiencia. La concentracion inicial
de bacterias fue de 250 mg/L. Para las fermentaciones se emplearon gaseosas de
diferentes sabores (cola, naranja y lima-limén) y medios sintéticos compuestos por
glucosa, fructosa y/o sacarosa 100 g/L, ademas también se suplementaron en
diversos reactores la merma de cerveza, en distintas concentraciones y a la cual se le
realiz6 autolisis y autoclavado. El ajuste de pH (6,5) se realiz6 suplementando cada
reactor con carbonato de calcio.

Se efectud el seguimiento en el tiempo de los siguientes parametros: 1) Biomasa en
mg/L a 480 nm (espectrofotémetro HACH DR/2010). Estos valores se correlacionaron
con una curva de calibrado previamente construida a 480 nm de un cultivo estandar
(DO vs SSV. Eaton, 2005). 2) Azlcares reductores en g/L a 540 nm (método
colorimétrico de Miller, 1959). 3) Acido lactico en g/L (kit enzimatico especifico para el
isdmero L(+). Wiener Lab., Argentina).

RESULTADOS

En la tabla 1 se presentan los resultados fermentacion para la caracterizacion
metabdlica para las dos cepas de Lactobacillus seleccionadas (L. casei y L. salivaruis).
Para los reactores con 100 g/L no se midié la biomasa. El crecimiento de biomasa en
los reactores con glucosa, fructosa y sacarosa con 10 g/l de hidratos de carbono como
fuente de energia fue en promedio de 0,06 para L. casei y de 0,8 para L. salivarius. En
los reactores con la fuente de energia combinada y de 10 g/l (sacarosa + fructosa,
sacarosa + glucosa, fructosa + glucosa) 10 g/l el promedio de crecimiento para L.
casei fue de 0,163 y para L. salivarius de 0,28. Para los demas reactores no se midié
la biomasa. El rendimiento de produccién de &cido lactico (gL/gaz) en los reactores
anteriormente mencionados para L. casei 1,08, y para L. salivarius 0,94. En los
reactores con fuentes de energia igual a 100 g/l rendimiento (gL/gaz) fue de 1,7 y 0,87.

Tabla 1. Caracterizacion metabdlica de cepas para distintos sustratos en
anaerobiosis

Lactobacillus casei Lactobacillus salivarius
Tiemoo Fuente de
P carbono Yo AsS Yi Yo AS Yi
(gb/ gaz) (gaz./ I—) (g L/ gaz) (gb/ gaz) (gaz./ L) (g L/ gaz)
Glucosa (10 0,02 6,73 1,29 0,03 5,22 1,1
24 hs
g/L) 0,03 6,26 1,23 0,03 5,14 0,87
Fructosa (10 | 0,03 7,22 0,92 0,03 4,62 1,04
24 hs
g/L) 0,02 7,07 0,8 0,03 4.9 1,11
24 hs Sacarosa (10 0,01 10,11 0,91 0,03 6,65 0,81
g/L) 0,01 10,22 0,63 0,03 7,14 0,72
Peptona de 2,82 0,01 0,89 0,06 0,75 0,43
carne +
24 hs extracto de
levadura 1,13 0,02 0,89 0,06 0,75 0,54
(59/L)
Agua
72hs | Gestilada - ) - ) ) -
72 hs | Glucosa (100 - 46,47 1,74 - 45,45 0,74




g/L) - 29,02 2,34 - 30,04 1,22
Fructosa (100 - 46,47 | 2,39 37,15 0,6
72 hs
g/L) - 29,02 3,4 - 37,15 0,73
79 hs Sacarosa - 15,1 1,17 - 31,62 1,11
(100 g/L) - 12,23 | 0,84 - 29,64 0,84
Peptona de 35,18 0,31 - 0,39 0,51
carne +
72 hs extracto de
levadura - 44,03 0,31 - 0,39 0,31
(10g/L)
Agua
72hs destilada ) ) ) ) ) )
Glucosa + 0,02 7,82 0,8 0,02 8,38 0,57
24 hs Fructosa (5
g/L) ( 0,74 6,79 0,74 0,02 8,46 0,64
Glucosa + 0,02 10,85 0,6 0,02 6,72 1,33
24 hs | Sacarosa (5
g/L) 0,16 10,64 0,66 0,02 6,09 1
Fructosa + 0,01 10,63 0,75 0,02 6,36 0,8
24 hs | Sacarosa (5
g/L) 0,02 8,92 0,84 0,02 7,15 0,58
Fructosa+ 0,01 10,93 0,84 0,04 4,03 1,03
Glucosa +
24 hs
Sacarosa (5 0,02 14,02 0,56 0,03 4,59 0,84
g/L)

Tabla 2 A. Factibilidad del proceso fermentativo con sustratos de efluentes

industriales. Ensayo en atmésfera anaerébica.

] Lactobacillus casei
Tiempo Fuente de carbono
AS (gazucares/L) YL (gL/gaZ)
168 hs Gaseosa Cola 114,27 0,56
168 hs Gaseosa Naranja 109,53 0,99
168 hs Gaseosa limén 69,12 0,96
168 hs Mix de gaseosas 67,54 1,43
168 hs Mix de gaseosas +,10% de Licor 70,9 0.82
de maiz
168 hs Merma lisada (25g/L) 0,51 0,68
168 hs Merma autoclavada (25g/L) 3,51 0,63
168 hs Mix de gaseo(;gsg;)lo % merma 90.16 073
168 hs Merma lisada (50g/L) 0,54 0,94
168 hs Merma autoclavada (50g/L) 0,3 0,9
Mix de gaseosas + 10 % merma

168 hs g isada (50 ol 61,21 1,14
168 hs Merma lisada (100g/L) 0,43 1,31
168 hs Merma autoclavada (100g/L) 39,67 1,79




Mix de gaseosas + 10 % merma

168 hs autoclavada (50 g/l)

39,67 1,79

Tabla 2 B. Factibilidad del proceso fermentativo para distintos fuentes de carbono
de efluentes industriales en micro aerobiosis.

CONCLUSIONES

El proceso propuesto de produccion de acido L-lactico empleando efluentes de alta
carga de la industria de bebidas analcohdlicas azucaradas (como fuente de carbono) y
de la industria cervecera (como fuente de nutrientes) es técnicamente factible. Futuros
ensayos se enfocardn en la optimizacion de las condiciones de fermentacion y en el
desempefio de las bacterias lacticas, en un intento de maximizar los rendimientos en
acido L(+)-lactico.
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