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Jugo de caina verde como sustrato en la produccion
fermentativa por lotes de acido lactico

Batch fermentative production of lactic acid from
green- sugarcane juices

Liliana Serna Cock’, Aida Rodriguez de Stouvenel”

RESUMEN

Eljugo de cafia de azticar variedad CC85-92 cosechada sin quema (cafna verde) fue probado como
sustrato en la produccién de acido lactico; las fermentaciones fueron realizadas con una cepa
homofermentativa aislada de cultivos de cana de la misma variedad. Se evalué el efecto del
pretratamiento del jugo por centrifugacion, y se estudi6 el efecto de la concentracion de nitrégeno
sobre la concentracion méxima de &cido l4ctico, la conversion de sustrato y el rendimiento en acido
lactico. En fermentaciones con jugo de cana verde llevadas a cabo a 32 °C con la adicién de 5% de
extracto de levadura como fuente de nitrégeno, se obtuvieron concentraciones de acido lactico
(AL) hasta de 40,78 g/L. en 48 horas de fermentacion, rendimientos en producto, Y, de hasta 0,58
g/g v 33% de conversion de sustrato (CS). La centrifugacién no afecté la produccion de acido
lactico.
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ABSTRACT

Juice from the CC85-92 variety of green (unburned) sugar cane was tested as a suitable substrate in lactic-acid
production. Fermentations were carried out with a homo-fermentative strain isolated from crops of the same
variety of cane. Both the centrifugation pre-treatment and concentrated-nitrogen effects on substrate
conversion, lactic-acid concentration and yield were evaluated. After a fermentation time of 48 h at 32° C with
5% of yeast extract as nitrogen source, 40,78 g/L of lactic-acid concentration, 0.58 g/g of product yield and 33%
of substrate conversion were obtained. Centrifugation did not affect lactic acid production.

Key words: Lactic acid, green sugar cane, Lactococcus lactis subs. lactis.

INTRODUCCION azucar antes y después de la cosecha se con-

virtid en una practica de aceptaciéon mundial
En Colombia y en el mundo, la produccién de después de la segunda guerra; sin embargo,
azucar ha alcanzado niveles récord generando durante las ultimas décadas, el desarrollo de
excedentes hasta de 74.084.000 toneladas mé- tecnologias limpias ha conducido a eliminar
tricas de azucar (International Sugar Organiza- gradualmente la quema para volver a cose-
tion, 2004). De otro lado, la quema de la cafia de char la cafia verde. En Colombia, la regla-
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mentacion ambiental vigente prohibe la quema de la
cafa de azucar a partir del afio 2006 (Ministerio del
Medio Ambiente, Legislacion Ambiental Colombia-
na, resolucion 619 de 1997) lo que entre otras au-
mentara el contenido de sustancias nitrogenadas en
los jugos. El bajo precio internacional del azucar pro-
vocado por las grandes cantidades de existencia del
producto, y el aumento del contenido de sustancias
nitrogenadas en los jugos, ha motivado la busqueda
de nuevas alternativas de uso a la cana de azucar
que representen alto valor agregado a esta materia
prima, de las cuales una viable es la produccion de
acido lactico.

El &cido lactico, acido 2-hidroxipropanoico es el
hidroxiacido mas sencillo, del cual existen dos iso-
meros oOpticamente activos: el D(-) y L(+) lactico, y
una modificaciéon racémica constituida por fraccio-
nes equimolares de las formas L(+) y D(-). Es utiliza-
do ampliamente en las industrias alimenticia, quimi-
ca, farmacéutica, textil, del plastico, la agricultura
entre otros (Suriderp, 1995), sin embargo, la aplica-
ciébn mas interesante del acido lactico radica en la
posibilidad que ofrece de producir acido polilactico
(PLA) (Hujanen et al., 1996; Chang et al., 1999; Hu-
janen et al., 2001; Danner et al., 2002), un biopolime-
ro termoplastico empleado ampliamente en la medi-
cina, en la produccion de empaques para alimentos
y en la produccion de peliculas para la proteccion de
cultivos en estadios primarios (Vick Roy, 1985; Lit-
chfield,1996). La produccién de acido lactico se esti-
ma en 50.000 toneladas anuales (Datta y Tsai, 1997)
siendo la demanda, para todas las aplicaciones, ma-
yor que la produccién (Vishnu et al., 2000; Chen y
Lee, 1997; Lipinsky y Sinclair, 1986) con precios co-
merciales que oscilan entre US$1,40/kg para acidos
con 50% de pureza y US$1,90/kg para 88% de pure-
za (Chem. Mark Rep, 1999; citado por Akerberg y
Zacchi, 2000), precios que resultan altos para aplica-
ciones a gran escala.

Este acido lactico puede ser obtenido por via
quimica o biotecnoldgica; la produccién biotecnolé-
gica es indispensable para producir D(-) o L(+) lacti-
co puro. Los microorganismos que llevan a cabo la
fermentacion pertenecen a los géneros Lactobaci-
llus, Carnobacterium, Leuconostoc, Pediococcus,
Streptococcus, Tetragenococcus, Lactococcus, Va-
gococcus, Enterococcus y Aerococcus (Salminen,
1993); pero ademas es posible usar cepas de hon-
gos como Rhizopus que producen acido L(+) lactico
(Dominguez y Vasquez, 1999).
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Industrialmente se utilizan como sustratos, sa-
carosa pura proveniente de azucar de cafa y remo-
lacha azucarera, lactosa proveniente de lactosuero,
y dextrosa procedente de almidén hidrolizado. La sa-
carosa refinada y glucosa son los mas utilizados.
Otros posibles sustratos son materiales celuldsicos y
licores sulfiticos, aunque éstos precisan de pretrata-
miento. También es posible usar melazas, aunque
plantean problemas en las etapas de recuperacion
(Menéndez, 1999). Sin embargo, Monteagudo vy
Aldavero (1999), utilizaron con éxito melazas de re-
molacha para la produccién de acido lactico. Ade-
mas, los sustratos amilaceos disponibles en la forma
de desechos agricolas, granos dafiados y porciones
comestibles de granos y tubérculos sirven como ma-
teria prima para la produccion del acido (Fausto y
Diaz; 1997; Vick Roy, 1985; Datta et al., 1993).

Otros sustratos reportados en la literatura recien-
te son: fibras de alfalfa (Sreenath et al., 2001), permea-
do de lactosuero (Amrane, 2000; Schepers et al.,
2002), almidon de yuca (Xiaodong et al., 1997), paja de
trigo y residuos de papa adicionados de residuos ge-
nerados en el proceso de produccion de concentrados
para alimentacion animal (Garde et al., 2000).

El presente trabajo se realiz6 a escala de labo-
ratorio para evaluar las condiciones de obtencion de
acido lactico por fermentacion en lotes a partir de ju-
gos de cafa de azUcar cosechada sin quema.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion de la cepa. La cepa utilizada para las fer-
mentaciones fue obtenida en el ingenio y en la ha-
cienda La Cabana (Caloto, Cauca) de cultivos de
cafia de azucar de 12,3 meses de edad, provenientes
de la variedad CC85-92. Se tomaron muestras en el
sitio de unién de hojas con el tallo (HUT), en la superfi-
cie de las hojas (HS), en exudados producidos por el
perforador de cafa Diatraea saccharalis (EX) y en el
primero, segundo Y tercer tercio del tallo de la cafa
(CPT, CST, CTT). En el ingenio las muestras prove-
nian de molinos y de jugos de cana sin sulfitar y sin
encalar (JCSSSE), y de jugos de cafa sulfitados y en-
clados (JCSyE). Las muestras fueron transportadas
bajo refrigeracion al laboratorio de bioconversiones
de la Universidad del Valle. A cada una de las mues-
tras se les realizé dilucion suficiente hasta obtener co-
lonias aisladas, utilizando agua peptona al 0.1%; y
cada una de ellas se sembro6 por duplicado en agar
MRS (De Man et al., 1960). El agar MRS se prepar6
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previamente, segun indicaciones comerciales; cuan-
do éste estaba a una temperatura de 50 °C, se adicio-
né 2ml/L de azul de anilina. EI medio se inoculd con
0,1 mL/L de cada una de las diluciones (en superficie)
y fueron incubadas a 36 y 45 °C por 48 horas en con-
diciones aerdbicas. Después de realizar los conteos
de colonias productoras presuntivas de acidos orga-
nicos (que asimilaron el azul de anilina), se obtuvieron
cultivos puros de cada una de las morfologias creci-
das, mediante repiques en el mismo medio. Una vez
se obtuvieron los cultivos puros, se repicaron en un
medio de cultivo liquido, caldo MRS y se incubaron a
las mismas condiciones anotadas arriba. Los cultivos
liquidos puros de 24 horas fueron centrifugados a
5000 rpm por 10 minutos y luego fueron filtrados con
filtros millipore HVLPO2500; el sobrenadante de las
muestras centrifugadas fue inyectado en el HPLC.
Las cepas productoras de mas de 12 g/L de acido lac-
tico, en las condiciones descritas, se almacenaron en
caldo MRS con glycerol y fueron sometidas a conge-
lacién para su conservacion.

Seleccidén de la cepa. Para llevar a cabo las fermen-
taciones lacticas se selecciono la cepa homofermen-
tativa mas productora de acido lactico. Esta cepa fue
identificada bioquimicamente mediante la técnica
API1 50 CHL, en el laboratorio de microbiologia de ali-
mentos de la Pontificia Universidad Javeriana.

Fermentaciones. La cepa seleccionada presento
para su crecimiento una temperatura y un pH 6ptimo
de 32 °C y 6,0 respectivamente (resultados que no
se muestran en este articulo), por lo cual las fermen-
taciones se llevaron a cabo en estas condiciones en
erlemeyer de 500 mL con un volumen de trabajo de
250 mL. La cepa se adapto a estas condiciones por
tres generaciones.

Se utilizé como sustrato jugo de cafa de azucar
de primera extraccion, proveniente de la variedad
CC-8592 cosechada sin quema (verde). El jugo de
cafa se utilizé con centrifugacion y sin centrifugacion.
El jugo centrifugado se sometio a 5000 g por 10 minu-
tos y se filtré con papel de filtro cualitativo de 125 mm.

El jugo de cana se fermento con diferentes con-
centraciones de nitrégeno: jugo de cafa verde sin
modificar su concentracion original de nitrégeno y
jugo de cafa verde adicionado de 3y 5 % p/v de ex-
tracto de levadura. Para facilitar las transferencias
de masa y mantener la homogeneidad en la concen-
tracion de sustrato y de microorganismos, todas las

fermentaciones se llevaron a cabo con agitacion a
120 g; el tamafo del inéculo para todos los casos fue
del 10% con respecto al volumen de sustrato, y el
tiempo de fermentacion fue 48 horas.

Método analitico. Las concentraciones de azucares
y de acido lactico se midieron por cromatografia li-
quida de alta eficiencia HPLC (Hitachi L-6000A, inte-
grador D-2500) equipada con una columna Animex
HPX 87H, 300 mm, utilizando como fase mévil acido
sulfurico 0,005 M. La biomasa se calcul6 a partir de
datos de densidad optica a 540 nm. Para ello se
realizaron una serie de diluciones a cada una de las
muestras para establecer una correlacion lineal entre
la densidad optica y la biomasa. Esta correlacion se
utilizé para convertir todos los valores de densidad
Optica a concentracion de biomasa. La densidad 6pti-
ca se midié en un espectrofotometro Milton Roy 401.

La concentracion de hidrogeniones se midio
con un pHmeter Orion 710A previamente calibrado.

El porcentaje de conversion de sustrato (CS) y
el rendimiento en producto Y, fueron calculados
mediante las siguientes expresiones:

_100* (S, -S)

La velocidad de consumo de sustrato, rs, y la
velocidad de formacion de producto, r,,, fueron calcu-
lados derivando las ecuaciones que ajustan los da-
tos cinéticos obtenidos.

Reactivos. Todos los analisis se realizaron con
reactivos grado reactivo.

ANALISIS EXPERIMENTAL

Para analizar el efecto de la concentracién de nitroge-
no (N) sobre la concentracion de acido lactico (AL), el
porcentaje de conversion de sustrato y el rendimiento,
se utilizd una Anova de un solo factor con tres niveles
o categorias: sin adicion de extracto de levadura
(JCV-ON), adicion de 3% p/v de extracto de levadura
(JCV-3N) Yy adicion de 5% p/v de extracto de levadura
(JCV-5N). Los pares de medias de las variables que
mostraron diferencias significativas se analizaron
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mediante la prueba de diferencia significativa honesta
de Tukey (DSH). De igual manera, estas herramien-
tas estadisticas se utilizaron para evaluar la variacion
en la concentracion de acido lactico cuando el jugo de
cana verde era pretratado por centrifugacién o no.

RESULTADOS

Seleccion de la cepa. Se confirmaron 20 cepas ais-
ladas de HUT, HS, EX, CPT, CST, CTT, JCSyE,
JCSSSE para produccion de acido lactico, de las cua-
les solamente una, con metabolismo homofermentati-
vo, produjo cantidades significativas de acido lactico
(12,4 g/L) a 36 °C; esta cepa se utilizoé para las fer-
mentaciones en JCV y fue identificada bioquimica-
mente como Lactococcus lactis subespecie /lactis.

Efecto de la concentracion de extracto de leva-
dura. Las cinéticas de produccién de biomasa, con-
sumo de sustrato y formacion de producto de
JCV-0N, JCV-3N y JCV-5N pueden observarse en
las figuras 1, 2 y 3, respectivamente, y los parame-
tros cinéticos, calculados a partir de los datos obteni-
dos, pueden verse en la tabla 1.

El consumo de sustrato, la concentracién de
acido lactico y el rendimiento presentaron un F cal-
culado de 4,64; 816,63 y 304,66 respectivamente; y
los F tedricos para los mismos parametros cinéticos
5,14; 5,14 y 5,1; con estos valores de F, obtenidos en
el andlisis de la varianza, podemos decir que no hay
diferencias significativas entre la conversion de sus-
trato de los diferentes tratamientos; no obstante, las
diferencias entre los tratamientos son significativa-
mente marcadas para las variables de respuesta
concentracion de acido lactico y rendimiento en pro-
ducto. La prueba DSH mostro diferencias significati-
vas para las variables concentracion de acido lactico
y rendimiento, entre los tratamientos JCV-ON y
JCV-3N y JCV-ON y JCV-5N; sin embargo, no mos-
tré diferencias significativas entre los pares de me-
dias de JCV-3N y JCV5N, con lo que se concluye
que es suficiente la adicion de extracto de levadura
en un 3% p/v a fin de satisfacer las necesidades de
nitrégeno para el crecimiento y mantenimiento de la
cepa Lactobacillus lactis subs. lactis.

Efecto de la centrifugacion. El valor de F calculado
para la concentracion de acido lactico fue menor al F
tedrico, con lo cual podemos concluir que no hay dife-
rencia significativa en la concentracion de acido

40

lactico cuando el JCV es pretratado con centrifuga-
cioén o no.

DISCUSION

Las concentraciones en acido lactico reportadas en
esta investigacion, hasta de 40,78 g/L en 48 horas
de fermentacién, son comparables con los resulta-
dos reportados por Roukas y Kotzekidou (1991),
quienes utilizando una mezcla de Lactococcus lactis
y Lactobacillus casei inmovilizados en alginato de
calcio, en 48 horas de fermentacion, obtuvieron con-
centraciones maximas de acido lactico de 41,3 g/L
empleando como sustrato lactosuero desproteiniza-
do. Estos mismos investigadores, utilizando el mismo
sustrato y las mismas mezclas de microorganismos,
lograron obtener con células libres y con células in-
movilizadas, hasta 46 g/L en fermentaciones fed-
batch, con concentraciones de sustrato de 100g/L y
velocidad de alimentacion de 250 mL/h (Roukas vy
Kotzekidou, 1998). Los resultados pueden ser igual-
mente comparables con los obtenidos por Akerberg,
(1998) quien utilizando como sustrato harina integral
hidrolizada adicionada de glucosa pura reporta con-
centraciones de acido lactico de 50 g/L con el mi-
croorganismo en mencion, y difieren enormemente
de los resultados reportados por Boonme et al.
(2003), quienes evaluaron la produccion de acido lac-
tico en un medio comercial M17 modificado con lacto-
sa pura y obtuvieron concentraciones de 80 g/L de
acido lactico y rendimientos de producto de 0,93 g/g.

La cepa de Lactococcus lactis subs. lactis aislada
de las hojas de cultivos de cafa variedad CC-8592
presentd muy buen potencial para la producciéon de
acido lactico, la adaptacion de este microorganismo a
ecosistemas ricos en sacarosa explica el buen com-
portamiento de esta cepa en la produccion de acido
lactico a partir de jugos de cafa. Este microorganismo
aislado de productos lacteos, ha sido estudiado am-
pliamente como cultivo iniciador en la obtenciéon de
productos carnicos y lacteos fermentados, sin embar-
go, los Lactococcus aislados de material vegetal han
tenido menos consideracion (Niel y Hagerdal, 1999) y
no existen en la literatura reportes de investigaciones
donde se cuantifique el potencial de produccién en aci-
do lactico de las bacterias aisladas de los ingenios azu-
careros, aunque es bien conocido que son ellas las
principales involucradas en la inversion de la sacarosa
(Samaraweera et al., 1995); por lo anterior, los resulta-
dos que aqui se presentan sugieren que es trascen-
dente evaluar el potencial genético y comercial de este
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Figuras 1, 2 y 3. Cinéticas de produccién de acido lactico, for-
maciéon de biomasa y consumo de sustrato para JCV-ON,
JCV-3Ny JCV-5N respectivamente (promedio de tres ensayos).

microorganismo asi como el de otras bacterias acido
lacticas adaptadas a sustratos ricos en sacarosa y a
otros sustratos diferentes a lactosa.

De otro lado, si bien la produccion comercial de
acido lactico se ha llevado a cabo a partir de sustratos
puros como glucosa, sacarosa y lactosa, la tendencia
actual es utilizar residuos o

indica que este sustrato puede emplearse como ma-
teria prima barata en la produccion fermentativa de
acido lactico, pero se requiere de investigacion que
permita conocer el comportamiento de este sustrato
en fermentaciones en continuo y su posterior separa-
cion mediante tecnologias de membranas. La adicion
de extracto de levadura en un 3 y un 5% p/v al jugo de
cafia provee un contenido de nitrdgeno total de 0,21y
0,32% respectivamente; el hecho de que esta diferen-
cia en adicién de nitrdgeno no hubiera mostrado en el
analisis estadistico diferencias significativas, sugiere
que es suficiente la adicion de una minima cantidad
de sustancias nitrogenadas para una buena produc-
cién en acido lactico, pero en investigaciones futuras
se podrian estudiar fuentes mas baratas de nitrégeno
para ser adicionadas al JCV, y de igual forma el com-
portamiento en jugos de cafa verde de otras bacte-
rias acido lacticas comercialmente disponibles.
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