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Resumen

La produccidon de acido lactico puede llevarse a cabo mediante métodos quimicos y métodos
biotecnolégicos con la finalidad que pueda transformase en &acido polilactico y éste a su vez utilizarse en
la fabricacion de diferentes productos de importancia comercial en diferentes areas. Se sabe que existen
diferentes microorganismos que tienen la capacidad de producir acido lactico al estar en un medio rico
en azucares. Por lo tanto en este estudio se realiz6 un analisis y comparacién de varias cepas de
bacterias del genero Lactobacillus y del hongo Rhizopus oryzae con el fin de determinar las mejores
condiciones de crecimiento, nutrientes y produccion de &cido lactico a partir de residuos de la industria
azucarera; con la finalidad de establecer las condiciones estandar de produccion y en un futuro llevar a
cabo el andlisis de su produccién a una escala industrial. De los 4 microorganismos analizados el
Lactobacillus amylovorus result6 con la mayor produccién de &cido lactico.

Abstract

The lactic acid production can be carried out by chemical and biotechnological methods in order to be
converted into polylactic acid and this one in turn be used in the manufacture of various products with
high commercial importance. It is well know that different microorganisms have the capability to produce
lactic acid in a sugar rich medium. Therefore, this study has performed an analysis and comparison of
different bacteria and a fungus of genera Lactobacillus and Rhizopus oryzae, respectively; with the
objective of determining the best growing conditions, nutrients and lactic acid production using residues
of the sugar production industry; aiming to establish the operation conditions as a base analysis for a
industrial scale production in the near future. Among the 4 analysed microorganisms, the Lactobacillus
amylovorus showed the highest lactic acid production.
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INTRODUCCION

El bagazo de cafia de azUcar es un residuo de la
industria azucarera que esta disponible en grandes
cantidades, tanto para su empleo energético,
como para otros de caracter socioecondmico. Este
residuo es un recurso natural lignocelulésico que
presenta caracteristicas muy interesantes, tales
como su caracter renovable, bajo valor econémico
y abundancia; por lo tanto, tiene un creciente
potencial como materia prima para la industria
quimica y biotecnoldgica. Su composicion quimica
puede variar dependiendo de las diferentes
especies de plantas, pero su media suele estar en
torno a los siguientes valores: celulosa 25 — 45%,
hemicelulosa 25 — 50%, y lignina 10 — 30%, por lo
que estudios relacionados con el tratamiento de
los hidrolizados de bagazo de cafia proponen el
aprovechamiento de residuos ligunocelulésicos por
via biotecnolégica como una alternativa en la
obtencion de acido lactico u otros aditivos
alimentarios [1].

El &cido lactico (4cido 2-hidroxipropanoico o acido
hidroxipropionico) tiene dos formas &pticamente
activas [dextro (D) y levo (L)] y la forma racémica,
opticamente inactiva, que es la comercial [2].

El &cido lactico presenta un amplio rango de
aplicaciones en las industrias alimentarias,
farmacéuticas, quimicas y cosmeéticas. Por lo que
su produccién biotecnoldgica puede ser un
proceso rentable si se utilizan materiales de bajo
costo y las condiciones de fermentacion éptimas.

Los microorganismos que producen acido lactico
son diversos y dependen de cada industria,
generalmente son pertenecientes al género
Lactobacillus. Hay dos clases de bacterias, las
homofermentativas, que producen casi
exclusivamente acido lactico y las
heterofermentativas, que ademas de producir este
acido, ademéas producen subproductos en
cantidades apreciables. También es posible
emplear cepas de hongos como Rhizopus que
producen acido L (+) lactico.

Por lo tanto, el objetivo de este estudio es realizar
el analisis y comparacion de diferentes
microorganismos para la obtencion de 4&cido
lactico a partir de residuos de la industria
azucarera, comparandola con un medio modelo de
glucosa como control.

En este estudio se llevd a cabo uso de varias
cepas de bacterias del genero Lactobacillus y del
hongo Rhizopus oryzae con la finalidad de
observar las condiciones de crecimiento de los
microorganismos y con ello la mayor produccion
de &cido lactico.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismos y medio de cultivo

El estudio se llevd a cabo utilizando 4 diferentes
microorganismos Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus amylovorus
y Rhizopus oryzae. Los inéculos de las bacterias
se crecieron en medio MRS y Agar infusion
cerebro — corazon, mientras que el R. oryzae en
agar PDA. La temperatura de incubacion fue 37°C
para las bacterias y 32°C para el crecimiento del
hongo. Para la produccion de acido lactico se usé
el medio de cultivo que contenia peptona (5 g/L),
extracto de levadura (0.5 g/L) y CaCOs (4 g/L); y
como fuente de carbono se comparé glucosa (20
g/L) y fraccién liquida obtenida del pretratamiento
(hidrélisis &acida a 6 % de &cido sulfarico) de
bagazo de cafia [3].

Pretratamiento del bagazo de cafia

Se realizo el pretratamiento de 60 g de bagazo de
cafia, para lo cual se agregdé 750 ml de H2SO4 6%
y esta mezcla se llevd a la autoclave por 3 minutos
a 120°C. Posteriormente, se ajustd el pH hasta
alcanzar un pH de 7, se agregaron 5 ml de enzima
(celulasa de Trichoderma reesei ATCC 26921
clast, Sigma) y se llevd a incubar por un periodo
de 24 horas a 50°C. Después de las 24 horas, se
realizé la separacién de los sélidos restantes del
liquido, que seria la solucién a utilizar.

Cultivo

Se prepararon 3 matraces por microorganismo y
por medio de cultivo, los cuales contenian 90 ml
de medio de cultivo previamente esterilizado en
autoclave a 120°C durante 15 min. Después de
esto, se procedio a inocular los matraces con 10
ml de caldo de cultivo crecido durante toda la
noche a 37°C, mientras que del hongo se tomé un
cuadrado (1 x 1 cm) de agar PDA de 4 dias de
crecimiento.

, Verano de la Investigacion Cientifica, 2016

— | vol.2no.1

595



Los cultivos se mantuvieron por 120 h, se tomaron
muestras a intervalos definidos para evaluar el
cambio de pH y crecimiento (absorbancia),
mientras que la medicion de &acido lactico
(titulacion con NaOH), sustrato (azlcares
reductores) y biomasa (peso seco) se hizo al final
del periodo de fermentacion seleccionado [4].

Medicién de Acido Lactico

La medicién del acido lactico producido se llevo a
cabo a través de una titulacion con NaOH 0.07049
M y utilizando fenolftaleina como indicador. De
cada uno de los matraces con las soluciones de
glucosa y de bagazo se tomaron 2.5 ml y a estos
se les adicionaron 3 gotas de fenolftaleina, se
procedid a la titulacién y se tom6 como volumen
final de NaOH, al observarse el cambio de
coloracion a un rosa palido de la solucién.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se realizé una cinética de produccién de acido
lactico, donde se evaluaron y calcularon variables
segln se resumen en la Tabla 1.

Como parametro de crecimiento se determind la
biomasa méaxima en el punto final (120 h) del
cultivo. La mayor biomasa se obtuvo con L.
plantarum y R. oryzae en los medios con glucosa y
con liguido de pretratamiento de bagazo de cafia,
respectivamente. En lo que respecta al pH, se
observé que cuando se utilizé glucosa como
fuente de carbono los microorganismos evaluados
disminuyeron el pH del medio; mientras que en el
gue contenia el pretratado de bagazo de cafia el
pH aumentd a valores entre 8 y 9. Una excepcion
a lo anterior fue el pH del medio en el que crecié L.
amylovorus, ya que acidific6 el medio en ambos
casos, siendo sus pH finales de 2.8 y 3.6 en los
medios con glucosa y con pretratado de bagazo de
cafia, respectivamente.

Los resultados de pH se relacionan con una mayor
produccion de acido lactico, ya que el
microorganismo con mayor producciéon fue L.
amylovorus, en una concentracién de 8.96 y 2.54
g/l en los medios con glucosa y pretratado de
bagazo de cafia, respectivamente; lo cual se
corresponde a su vez con un mayor rendimiento
producto sustrato, en ambos casos mayores a 0.7,
mientras que los otros microorganismos lograron

Tabla 1: Resumen de resultados de cinética de produccion de
acido lactico. Xmax = biomasa maxima, S = sustrato, P =
producto, Yps = Rendimiento producto sustrato. Lp
Lactobacillus plantarum, Ld = Lactobacillus delbrueckii, La =
Lactobacillus amylovorus, Ro = Rhizopus oryzae.

Lp Ld La Ro
Xmax (g/1) 0.05 | 0.002 | 0.001 | 0.001
pH final 6.1 5.3 2.8 6.4
<
<]
O Consumo S (%) 49.5 705 | 55.6 82.0
3
P (g/) 0.59 152 | 896 | 034
Ypis 0.05 0.09 | 064 | 0.02
Xmax (/1) 0.003 | 0.003 | 0.007 | 0.012
<
= pH final 9.0 8.4 3.6 8.6
O
L
8 Consumo S (%) 93.1 917 | 549 94.2
N
<
% P (g/) 0.51 018 | 254 | 025
Yois 0.09 0.03 | 106 | 0.04

valores muy bajos (0.02-0.09). Todos los
microorganismos evaluados consumieron
adecuadamente su fuente de carbono, es decir de
50 a 94%; inclusive en el medio que contenia el
liquido resultante del pretratamiento de bagazo de
cafia.

Cabe mencionar que se esperaba una mayor
produccion de &cido lactico por el hongo utilizado,
sin embargo, se considera que la baja produccion
se debid al uso del medio de cultivo referenciado
para Lactobacillus y no el reportado por Herryman
y Blanco [2], mas especifico para el hongo. En
este caso se realizdé una exploracion inicial de la
produccion de &cido lactico por Rhizopus y se
asume pudo haberle faltado algin factor
nutricional, se recomienda profundizar mas en el
andlisis de este hongo haciendo cambios al medio
de cultivo.

Otro aspecto importante a resaltar es la capacidad
de los microorganismos de utilizar la fuente de
carbono proveniente del liquido del pretratamiento
de bagazo de cafia, el cual a pesar de tener baja
concentracién de glucosa, permiti6 un buen
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crecimiento por parte de los microorganismos;
ademés, de mostrar la misma tendencia
metabolica que el resultado en el medio modelo
con glucosa, por ejemplo, para el caso del L.
amylovorus el cual es el mejor productor de acido
lactico entre las cepas analizadas. Es importante
resaltar la recomendacion de realizar méas estudios
para verificar cuales otras sustancias son
producidas en el pretratamiento del bagazo y si
alguna de estas tiene efectos inhibidores tanto
para el hongo Rhizopus oryzae como para las
demas cepas de Lactobacillus utilizadas.

Finalmente, la baja produccion de acido lactico por
parte de L. delbrueckii en todas las condiciones de
estudio es de resaltar, ya que en la literatura esta
reportado como un buen productor de acido
lactico. Debido a que este estudio es un tamizaje
inicial de microorganismos, se recomienda verificar
el estado metabdlico de la cepa y hacer
modificaciones al medio de cultivo para aumentar
la produccién del producto deseado.

La determinacion del microorganismo con mayor
produccion de acido lactico a partir de los
residuos de la industria azucarera, permitira
realizar el andlisis y factibilidad econémica y
tecnoldgica para su produccion de acido lactico a
escala industrial, basado en el wuso de
herramientas computacionales.

CONCLUSIONES

De acuerdo a los datos experimentales obtenidos
el microorganismo que tuvo un mejor
comportamiento a las condiciones sometidas y una
mayor produccion de 4&cido lactico fue el
Lactobacillus amylovorus.

Como perspectivas del trabajo, se realizaran
andlisis similares con las cepas en presencia de
un efluente de la industria lactea rico en lactosa.
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