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ABSTRACT

Sugar cane (Saccharum officinarum L.) tops and leaves
(JCG), and the juice extracted from this sugar cane,
harvested with crop burning (JCL) and without crop
burning (JCV), were tested as substrates for the
discontinuous fermentative production of lactic acid.
Anaerobic fermentations were carried out at 32°C,
adjusting pH at 6.0, and using Zactococcus lactis subsp.
lactis isolated from the same variety of sugar cane. The
effect of total sugars and nitrogen concentration on lactic
acid production (4Z), substrate conversion (C5), yield (7 )
and volumetric productivity (rp) were studied for the
substrates mentioned above and their mixtures. Lactic acid
concentrations up to 70.19 g L', C of 85.46%, };/S of
0.88 g g'and 7, of 0.97 g L' h*' were obtained, with a
total sugar concentration of 90 g L', from a mixture of
JCG and JCV with the addition of 3% (w/v) of yeast
extract. Even without the addition of yeast extract, these
mixtures performed very well as substrates for lactic acid
fermentation (4Z: 26.16 g L', CS' 67.13%, r:0.69g g!
and 7,:0.55 g L'"h"); this is explained in part by the higher
nitrogen content of JCG and JCV, compared to JCL. Juice
extracted from cane tops and leaves, mixed with cane
juice extracted from crops harvested without burning, is
a cheap alternative as a raw material for the fermentative
production of lactic acid.

Key words: waste products, green cane, lactic acid, cane
tops, clean cane, Zactococcus lactis subsp. lactis.

RESUMEN

Para la produccion fermentativa discontinua de acido lac-
tico, se evaluaron como sustratos los jugos de cogollos y
hojas (JCG) de la cafia de azucar (Saccharum officina-
rumL.)y los jugos extraidos de esta cafia, cosechada con
quema (JCL) y sin quema (JCV). Las fermentaciones se
realizaron anaerobicamente, a 32°C, con ajuste de pH a
6,0 y usando Zactococcus lactis subsp. lactis aislado de
cultivos de la misma variedad. Para los sustratos men-
cionados y sus mezclas se estudio el efecto de la concen-
tracion de azucares totales y de nitrogeno sobre la pro-
duccion de acido lactico (A42), la conversion de sustrato
(C5), el rendimiento (}; ) ¥ la productividad volumétri-
ca (rp). Se obtuvieron concentraciones de acido lactico
por encima de 70,19 g L', CS'de 85,46%, };Kv de 0,88 g
gly 7,de 0,97 g L'h' con una concentracion de 90 g L-!
de azucar total usando una mezcla de JCG y JCV con
adicion de 3% (p/v) de extracto de levadura. Aun sin adi-
cion de extracto de levadura, estas mezclas presentaron
muy buen comportamiento como sustrato de fermenta-
cion acido lactica (4Z2: 26,16 gL, CS: 67,13%, };sz 0,69
ggly r:0,55¢ L'h'); este comportamiento se explica
en parte por el mayor contenido en nitrogeno del JCG y
del JCV, comparado con el JCL. El jugo extraido de las
hojas y cogollos, mezclado con el jugo extraido de la
cafia cosechada sin quemar es una alternativa barata como
materia prima para la produccion fermentativa de acido
lactico.

Palabras clave: residuos, cafia verde, acido lactico, co-
gollos, cafia limpia, Lactococcus lactis subsp. lactis.
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INTRODUCCION

La produccién mundial de acido lactico es de
100.000 toneladas por afio (Datta ez a/., 1995 cita-
do por Wang-Yu ez a/.,, 2004), con un crecimiento
en la demanda del 8,6% anual, debido al potencial
que tiene este mondmero de producir acido poli-
lactico, un polimero biodegradable con aplicacio-
nes industriales y médicas (Lisa, 2001; Naveena e
al., 2005). Para la produccion biotecnologica de
acido lactico se han utilizado diferentes sustratos
puros, tales como glucosa, lactosa, almidén y celu-
losa, sin embargo, estos sustratos son econémica-
mente desfavorables, no sélo porque los sustratos
puros son costosos y requieren la adicion de fuen-
tes nitrogenadas complejas para producir acido lac-
tico en un tiempo razonable, sino también porque
se requiere de un pretratamiento de los polisacari-
dos naturales para su posible fermentacion (Young-
Jung ez al, 2004).

De acuerdo con Tejayadi y Cheryan (1995) cita-
do por Oh ez a/ (2005), el costo de la materia
prima en el proceso de produccion de acido léac-
tico a partir de lactosuero y extracto de levadura
con Lactobacillus bulgaricus, representa el 68%;
Akerberg y Zacchi (2000) demostraron también
que el mayor costo de produccidn lo representa
la materia prima, y Kwon e7 a/. (2000) indican
que solamente el extracto de levadura representa
mas del 30% de los costos. Por lo anterior, se si-
gue investigando activamente en la busqueda de
sustratos de fermentacion lactica de bajo costo,
bajo nivel de contaminantes, alta velocidad de
fermentacion, alto rendimiento en acido lactico,
poca formacion de subproductos y disponibilidad
durante todo el afio.

Por otro lado, la cosecha de cafa de azlicar (Sac-
charum officinarum L.) en verde genera 30 t de
biomasa por cada tonelada de cafia cosechada; es-
tos residuos se pican y se esparcen sobre el cam-
po de siembra o se colocan sobre los entresurcos
o calles para su descomposicion. Los residuos de
cosecha en verde (inmediatamente después del cor-
te) tienen un contenido de agua de alrededor de
75% y un contenido nutricional representado en
azucares, nitrogeno, fésforo, potasio, calcio, mag-
nesio, hierro, manganeso, cobre y zinc (Victoria
et al., 2002), nutrientes que son ideales para el
crecimiento microbiano.
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Por lo anterior, los objetivos de este trabajo fueron
evaluar los potenciales de las mezclas de jugos de
cogollos y hojas, con jugo de cafna de azlicar cose-
chado con quema, denominado jugo de cafa limpio,
y con jugo de cafia de azucar cosechada sin quema,
denominado jugo de cafia verde, como sustratos en
la produccion fermentativa en discontinuo de acido
lactico; ademas, estudiar el efecto de la adicion de
extracto de levadura en los jugos mencionados y
determinar el isdmero de 4cido lactico producido.

MATERIALES Y METODOS

Cepa utilizada

Se empled una cepa de Lactococcus lactis subsp.
lactis, la cual se aisl6é de hojas de cultivos de cafia
de azucar de la variedad CC85-92 en la Hacienda
La Cabana (3°10° lat. Norte, 76°23” long. Oeste),
Cauca, Colombia. Detalles del aislamiento se in-
dicaron en Serna y Rodriguez (20006).

Fermentacion

Se formularon 12 sustratos de fermentacion utili-
zando jugo de cafa limpio (JCL), jugo de cafa ver-
de (JCV), y mezclas de éstos, con jugos de cogo-
llos y hojas (JCG). Los JCG, JCL y JCV provenian
de cosechas de cafia de azucar de 12,3 meses de
edad de la variedad CC85-92, cultivada en el Cen-
tro de Investigacion de la Cafia de Azucar (CENI-
CANA), Florida, Valle del Cauca, y en la Hacienda
La Cabana. Los cogollos y hojas de cafia de azlicar
cosechada en verde, los tallos de cafia de azlcar
cosechada con quema, y los tallos de cafa de azi-
car cosechada sin quema, se sometieron a molien-
da por separado, utilizando un molino experimen-
tal de tres masas y los jugos recolectados se trans-
portaron bajo refrigeracion.

Los tratamientos realizados se describen en el Cua-
dro 1. Los JCL y JCV se evaluaron con tres con-
centraciones de aztcares totales: 180, 110y 90 g L'!;
180 g L! corresponde a jugos sin modificar su con-
centracion de azlcares iniciales, y esta concentra-
cion se disminuy6 hasta 110 y 90 g L' mezclando
el JCL y el JCV con JCG, utilizando una relacién
en peso JCG/JCL 6 JCV de 41/69 y 47/43, respec-
tivamente. Los sustratos de fermentacion se eva-
luaron ademds en dos niveles de concentracion de
fuente de nitrégeno, sin adicion de extracto de le-
vadura y con adicion del 3% (p/v) de extracto de
levadura.
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Cuadro 1. Definicion de tratamientos y convenciones.

Table 1. Definition of treatments and conventions.

Tratamiento Abreviatura

Definicion de la abreviatura

JCV sin modificar su concentracion de azucares totales y sin adicion de extracto de
JCV sin modificar su concentracion de azucares totales + 3% (p/v) de extracto de

Mezcla de JCG + JCV (41/69 p/p). Concentracion en azlicares totales de aprox.

110 g L-! sin adicion de extracto de levadura.

Mezcla de JCG + JCV (41/69 p/p). Concentracion de azlicares totales de aprox.

110 g Lt + 3% (p/v) de extracto de levadura.

Mezcla de JCG + JCV (47/43 p/p). Concentracion de azlicares totales de aprox.

90 g L-! sin adicion de extracto de levadura.

Mezcla de JCG + JCV (47/43 p/p). Concentracion de azlicares totales de aprox.

90 g L1 + 3% (p/v) de extracto de levadura.

JCL sin modificar su concentracion de azlcares totales y sin adicion de extracto de
JCL sin modificar su concentracion de azlcares totales + 3% (p/v) de extracto de

Mezcla de JCG + JCL (41/69 p/p). Concentracion en azucares totales de aprox.

110 g L-! sin adicion de extracto de levadura.

Mezcla de JCG + JCL (41/69 p/p). Concentracion en azucares totales de aprox.

110 g Lt 4+ 3% (p/v) de extracto de levadura.

Mezcla de JCG + JCL (47/43 p/p). Concentracion en azucares totales de aprox.

90 g L-! sin adicion de extracto de levadura.

1 JCV180-ON
levadura.
2 JCV180-3N
levadura.
3 JCV110-ON
4 JCV110-3N
5 JCV90-ON
6 JCV90-3N
7 JCL180-ON
levadura.
8 JCL180-3N
levadura.
9 JCL110-ON
10 JCL110-3N
11 JCL90-ON
12 JCL90-3N

Mezcla de JCG + JCL (47/43 p/p). Concentracion en azlcares totales de aprox.

90 g L1 + 3% (p/v) de extracto de levadura.

Una vez preparados los sustratos se envasaron en
erlenmeyer de 500 mL, con un volumen de tra-
bajo de 250 mL y se sometieron a esterilizacion
por 10 min a 121°C. Cuando los sustratos se en-
contraban a temperatura de 30°C aproximadamen-
te, se inocularon con la cepa de Zacrtococcus
lactis, la cual antes de la inoculacion se adaptd a
los diferentes sustratos por tres generaciones en
un volumen de 10 mL; en todos los casos se uti-
liz6 10% de indculo con respecto al volumen de
trabajo.

Se realizaron 36 fermentaciones en condiciones
anaerdbicas por 72 h; durante el tiempo de fer-
mentacion se mantuvo el pH en 6 + 0,2 con NaOH
5 M, la temperatura en 32°C y la velocidad de
agitacion en 120 rpm. Las condiciones anotadas
se eligieron basadas en estudios previos de Ser-
na y Rodriguez (2006). Después de realizar el
analisis estadistico de los resultados de las 36 fer-
mentaciones, se realizaron tres fermentaciones
adicionales a escala de 1 L, para esto, se uso el
sustrato que presentd la mayor eficiencia y se
emplearon las mismas condiciones descritas an-
teriormente.

Método analitico

Se tomaron muestras de liquidos de fermentacién a
las 0, 2,4,6,9, 12, 24, 48 y 72 h, se centrifugaron
a5.000 g por 10 min y luego se filtraron con filtros
de 0,45 (Millipore, HVLP02500, Billerica, USA).
Las concentraciones de azucares y de acido lactico
se midieron en los sobrenadantes por cromatogra-
fia liquida de alta precision HPLC (Hitachi L-
6000A, integrador D-2500, Tokyo, Japdén) equipa-
da con una columna para determinacion de acidos
y azucares (Aminex HPX 87H, 300 mm), utilizan-
do como fase movil acido sulfurico 0,005 M. La
biomasa se calculo a partir de datos de densidad
oOptica a 540 nm (DO, ) utilizando un espectrofo-
tometro (Milton Roy 401, Rochester, USA). Para
establecer una correlacion lineal entre los valores
de densidad optica y los valores de biomasa, se
midieron las densidades opticas y el peso seco de
las células, alas 0,2, 4, 6,9, 12,24,48y 72 h de
fermentacion. Estas mediciones se usaron por tri-
plicado. La correlacién estimada se us6 para con-
vertir todos los valores de DO, a concentracion
de biomasa; sin embargo, para corroborar los re-
sultados, al final de cada una de las fermentacio-
nes, se tomaron muestras de caldo de fermentacion
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para determinar la biomasa lactica y la densidad
optica. El pH se midi6 utilizando un pHmetro
(Orion 710A, Cambridge, USA).

Los porcentajes de conversion de sustrato (), los
rendimientos en producto (};/S) g g, y la producti-
vidad volumétrica (rp), se calcularon mediante las
siguientes expresiones:

S — 100 * (S,- )
Sﬂ
B P
s8-8
d
7= —£
v

donde, 5 concentracion de azucares totales iniciales
(g L'Y); §': concentracion de azlcares totales finales (g
L), hasta el tiempo en que 2 es maximo; Z:
concentracion maxima de acido lactico (g L), y 7:
tiempo de fermentacion. La productividad volumétrica,
7, 8€ calcul6 derivando las ecuaciones que ajustan los
datos cinéticos.

A los sustratos de fermentacion en condiciones ini-
ciales, se les midid azucares totales por HPLC, ni-
trogeno total mediante el método de Kjeldahl
(AOAC, 1980), fosforo por colorimetria utilizando
el método del cloruro estafioso (la lectura se reali-
z6 a 690 nm en un espectrofotdémetro (Shimazu UV
160 PC, Tokio, Japon); y potasio, calcio y magne-
sio mediante absorcion atomica (Perkin Elmer 3110,
Norwalk, USA) empleando llama de 6xido nitro-
so-acetileno. La cepa se identificé en API 50 CHL
y la identificacion isomérica del acido lactico
producido en todos los sustratos se realiz6 me-
diante bioandlisis enzimatico D-4cido lactico/L-
acido lactico.

Reactivos
Se utilizaron productos grado reactivo (Sigma Che-
mical Co., St. Louis, USA).

Disefio estadistico

Para evaluar el potencial como sustratos de fermen-
tacion lactica, de los JCL, JCV y las mezclas de
JCG con JCL y JCV, se utiliz6 un disefio factorial
de 2*3*2 con tres repeticiones, asi: tipo de jugo de
cafla de azucar con dos niveles: mezclas de JCL con
JCG y mezclas de JCV con JCG; concentracion de
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azucar total con tres niveles: 180, 110 y 90 g L!;
concentracion de nitrogeno total con dos niveles:
jugos sin modificar el contenido en nitrogeno (sin
adicion de extracto de levadura) y modificando el
contenido de nitrogeno (con adicidon de 3% p/v de
extracto de levadura). Las diferentes concentracio-
nes en azucares totales se obtuvieron mediante
mezclas de los JCV y JCL con JCG, como se des-
cribi6 en el Cuadro 1.

Las variables de respuesta fueron: concentracion
en acido lactico (A4Z), conversion de sustrato (CS),
rendimiento en producto (}; ) Y productividad vo-
lumétrica (rp).

Los datos se analizaron mediante analisis de va-
rianza (ANDEVA) para tres factores con efectos
fijos. Las diferencias entre los pares de medias
de las variables que mostraron diferencias signi-
ficativas se analizaron mediante la prueba de di-
ferencia significativa honesta de Tukey (DSH).
El disefio se analiz6 con un nivel de confianza
del 95%.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las cinéticas de formacion de biomasa, formacion
de producto y consumo de sustrato de los 12 tra-
tamientos, y los parametros cinéticos 42, CS, v,
Y7, pueden observarse en la Figura 1 y Cuadro 2,
respectivamente. En todos los sustratos se produ-
jo L(+) acido lactico. Los sustratos que presenta-
ron las més altas concentraciones en acido lactico
y los mas altos rendimientos en producto, mostra-
ron también las mas altas productividades (Cua-
dro 2).

El ANDEVA para las tres variables independien-
tes, tipo de jugo de cafia (A), concentracion de azli-
car total (B) y concentracion de extracto de leva-
dura (C), y las interacciones B*C y A*B*C mos-
traron P < 0,05 para la concentracién de dcido lac-
tico. El ANDEVA para concentracion de acido lac-
tico se puede ver en el (Cuadro 3).

Se obtuvieron correlaciones lineales para la con-
centracion de acido lactico en funcién de la con-
centracion de azucares totales y de la concentra-
cion de extracto de levadura; ecuaciones de regre-
sion (1) para 4Z con JCV y ecuacion de regresion
(2) para AZ con JCL, con coeficientes de correla-
cioén de 0,95 y 0,97, respectivamente.
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Acido lactico
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Q —=—— JCL90-ONP
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Concentracion (g L 1)
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Figura 1. a) Cinética de formacion de biomasa; b) cinética de formacion de producto; c) cinética de consumo de
sustrato.
Figure 1. a) Kinetic of biomass formation; b) kinetic of product formation; c) kinetic of substrate consumption.
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Cuadro 2. Parametros cinéticos y concentracion de nitrogeno de los 12 tratamientos’.
Table 2. Kinetic parameters and total nitrogen concentration in the 12 treatments'.

JCL

JCV

Densidad de fuentes

(gotas ha™')

110-3N  90-0N 90-3N

110-O0N

180-0N 180-3N

110-3N  90-O0N  90-3N

180-3N 110-O0N

180-0N

48 48 72 48 72 24 48 48 72 48 72

24

Tiempo de fermentacion hasta (Pmax), h

17,99 55,31 30,35 83,57 41,11 80,39

85,46

67,13

85,40
0,05

67,29
69,75

36,88

25,35

Conversion de sustrato (CS), %

0,09
65,50

0,06

23,27

0,02
65,76

0,07
17,67

0,06
39,24

0,02
743

0,11
70,19

0,08
26,16

0,04
20,50

0,05

39,57

0,01
10,25

Rendimiento celular (Yx/s), g g-!

Concentracién maxima de acido lactico (4L), g L-!

0,86
0,91

0,38

0,48

0,72
0,91

0,53
0,37

0,39
0,81

0,23
031
0,01

0,88
0,97

0,69

0,55

0,86
0,97

0,58 028
0,43

0,82

0,17
0,42

Rendimiento de producto (Y,), g g

Productividad volumétrica (r,), g L' h!

0,031 0,228 0,038 0,238

0,194

0,222 0,034 0,240 0,055 0,295

0,016

Concentracion de N° total, %

! La descripcion detallada de los tratamientos se presenta en el Cuadro 1.

I'A detailed description of the treatments is shown in Table 1.
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AL =502 -0254 A7+ 13,9 £Z (1)
AL=48,6-0251 A7+ 13,3 £L(2)

donde: 4Z = concentracion de acido lactico (g L);
AT = concentracion de azucares totales (g L'); y
F£L = concentracion de extracto de levadura (% p/v).

Puede notarse que tanto para JCV (Ecuacién 1)
como para JCL (Ecuacion 2) el extracto de levadu-
ra tiene un fuerte efecto directo sobre la concentra-
cidn de acido lactico, por lo que su aumento impli-
ca un incremento en la concentracion de acido lac-
tico. Por otra parte, la concentracion de azlcares
totales muestra un efecto mucho menor e inverso
sobre la concentracion de acido lactico, lo que sig-
nifica que un aumento en la concentracion de azu-
cares produce una ligera disminucién en la concen-
tracion de acido lactico.

En la Figura 2 se presenta el comportamiento de
los datos experimentales frente a los datos calcula-
dos mediante las ecuaciones (1) y (2); se aprecia
que los datos predichos se ajustan muy bien a una
linea de 45°.

El tipo de jugo, la concentraciéon de azlcares tota-
les, la concentracion de extracto de levadura y to-
das las interacciones presentaron diferencias signi-
ficativas en el ANDEVA para CS'y 7,

La concentracidon de azicares totales, la concentra-
cion de extracto de levadura y las interacciones A*B,
A*Cy B*C mostraron P < 0,05 para el rendimiento.

El error experimental en todos los casos presento
un valor de P > 0,05, lo que indica que no hubo
diferencia entre las repeticiones.

Las diferencias significativas encontradas entre los
tratamientos se explican por las diferencias en la
concentracion de nitrogeno total entre ellos (Cua-
dro 2), porque el JCG-ON contiene 3,2 veces mas
fosforo (0,032%), 2,5 veces mas potasio (0,54%) y
1,3 veces mas magnesio (0,023%) que el JCL180-
ON, y ademas, porque el JCG-ON contiene, 1,1 ve-
ces mas fosforo, 4,7 veces mas potasio y 1,6 veces
mas magnesio que el JCV180-0N. Fuera de la fuente
de carbono, el contenido de estos micronutrientes
es de vital importancia para las reacciones enzima-
ticas y la sintesis de paredes y membranas celula-
res en el crecimiento de Z. /actis 'y por ende para la
produccion de acido lactico, dado que este meta-
bolito esta asociado al metabolismo energético,
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Cuadro 3. ANDEVA para concentraciéon de acido lactico.
Table 3. ANOVA for lactic acid concentration.

Fuente Grados Suma Varianzas Cuadrado F P
de libertad de cuadrados medio
Tipo de jugo (A) 1 394 394 394 19,24 0,0001
Concentracion de azucar total (B) 2 34,393 34,393 1.719,6 840,19  0,0002
Extracto de levadura (C) 1 15.018,9 15.018,9 15.018,9 7.338,01 0,0001
A*B 2 13,7 13,7 6,9 3,36 0,052
A*C 1 6,6 6,6 6,6 3,22 0,085
B*C 2 526,2 526,2 263,1 128,54 0,000
A*B*C 2 41,2 41,2 20,6 10,06 0,001
Error 24 49,1 49,1 2
Total 35 19.134,4
a) JCL b) JCV
9% 90
£ 804 £ 804
£ 7] 5 70
E o) & 60 ]
s S50 |
3 4] 2 ? 40 4 ®
£ 30l £ 30|
3 20| £ 20
<10 < 10
o .
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
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Figura 2. Comportamiento del modelo de prediccion de la concentracion de acido lactico. a) En jugo de caia
limpio (JCL); b) en jugo de cafia verde (JCV).

Figure 2. Acid lactic concentration model prediction performance. a) Juice extracted from sugar cane harvested
with crop burning (JCL); b) juice extracted from sugar cane harvested without crop burning (JCV).

tema discutido ampliamente por Niel y Hahn-Hé- AL, ¥y r,obtenidas con JCV90-3N, JCL90-3N,
gerdal (1999). JCL110-3N y JCL110-3N, fueron superiores a los

resultados obtenidos por Roukas y Kotzekidou
El comportamiento de los sustratos a los cuales no (1996, 1998), Akerberg ez /. (1998), Ohashi ez a/.
se les adiciond extracto de levadura, sugiere que (1999), quienes investigaron con Lactococcus lac-
tanto en los jugos de cogollos como en los jugos de 775 la produccion de 4cido lactico en fuentes de car-
cafla se encuentran, ademas de los micronutrientes bono diferentes a glucosa, tales como xilosa, lacto-
sefialados, factores de crecimiento, aminodcidos y suero, harina de trigo (77iticum sativum L.) hidro-
acidos grasos, considerados esenciales para el cre- lizada y no hidrolizada, y melazas respectivamen-
cimiento y la produccién de acido lactico por Z. te. Se exceptiian los resultados de Hofvendahl y
lactis aislados de ambientes no lacteos, tales como Hahn-Hégerdal (1997), quienes trabajaron con ha-
acido glutamico, valina, metionina, histidina, tia- rina de trigo y obtuvieron 4Z, ¥ 'y 7 mayores que
mina, riboflavina, acetato y acido oléico, como los obtenidos en este estudio, y los resultados de
plantean Godon ez @/. (1993). Asimismo, como es- Hofvendahl (1998) y Hofvendahl ez /. (1999), quie-
tos sustratos provienen de material vegetal, el con- nes obtuvieron s, mayores en harina de trigo y mal-
tenido de acidos nucleicos proveen de citosina, ade- tosa. De igual manera al comparar 4Z, ¥ 'y r, ob-
nina, guanina y uracilo, bases que tienen un cono- tenidas con JCV90-3N, JCL90-3N, JCL110-3N y
cido efecto estimulador del crecimiento de Z. /Zac- JCL110-3N con los resultados de investigaciones

775 (Cocaign-Bousquet ez a/, 1995). en los cuales se utiliz6 Z. /actis en glucosa pura, se
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puede observar que en sustrato puro, todas las 42
obtenidas por Ishizaki y Vonktaveesuk (1996),
Kwon ez a/. (1996), Planas ez a/. (1996), Hofven-
dahl (1998), Akerberg ez a/. (1998), Ohashi ez a/.
(1999) fueron menores a las concentraciones obte-
nidas en JCV90-3N. Para las mismas referencias,
7, fueron mayores a las reportadas con JCV90-3N,
y7r, fue variable.

El extracto de levadura se constituyd en un nutriente
esencial para la produccion de acido lactico, ya que
en su ausencia la produccion fue menos de la mitad
de la produccion méxima en 48 h, pero no fue esen-
cial para la produccion de biomasa (Cuadro 2). El
mejor comportamiento que se observo en los expe-
rimentos con adicion de extracto de levadura se
debe, ademas, al contenido de vitaminas en el ex-
tracto de levadura y a que los aminoécidos presen-
tes estan en forma libre (Benthin y Villadsen, 1996);
estos nutrientes son cruciales en las etapas prima-
rias de fermentaciones lacticas (Hujanen y Linko,
1994).

Debido a que la fuente de nitrogeno es el nutriente
limitante, se requiere dirigir la investigacion en el
enriquecimiento de estos sustratos con otras fuen-
tes de nitrogeno mas baratas, obtenidas, por ejem-
plo, de residuos industriales como agua de coci-
miento de maiz (Zea mays L.) o biomasa de leva-
dura, los cuales han sido utilizados con éxito por
Rivas ez a/ (2004); esto permitiria continuar la fer-
mentacion hasta agotar la fuente de carbono.

Si se comparan las concentraciones en acido lacti-
co obtenidas con Z. /actis a partir de los sustratos
estudiados, con los resultados de investigaciones
donde se emplearon otras bacterias acido lacticas
en residuos de cosecha o sustratos diferentes a glu-
cosa y lactosa puros, se encuentra que las concen-
traciones en acido lactico que se lograron con JCG,
JCV y JCL, son mayores que las obtenidas por Xiao-
dong ez a/. (1997) en 36 h de fermentacion, quie-
nes encontraron a partir de 10 g L' de almidén, tri-
go (Zriticum aestivum L.), arroz (Oryza sativa L.),
yuca (Manihot sculenta Crantz) y papa (Solanum
tuberosum L.), concentraciones de acido lactico de
10,05; 7,82; 7,85, 4,72y 4,42 g L'}, respectivamen-
te. Oda ez a/ (1997) reportan también concentra-
ciones y rendimientos mucho mas bajos, 0,13 g L*!
y 47,2% en 72 h de fermentacion utilizando corte-
za de pan adicionada de agua de cocimiento de
maiz; Garde ez @/. (2000) utilizando jugos de plan-
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tas verdes como trébol (Z77fo/ium spp.) y alfalfa
(Medicago sativa L.) obtuvieron concentraciones
de 13 g L' con Zactobacillus salivarius. Bulut et
al. (2004) consiguieron concentraciones maximas
de 58 g L' con algarroba (Ceratonia siligua L.) y
Rhizopus oryzae. Naveena et al. (2005) con Lacto-
bacillus amylophilus obtuvieron 2,3 g de acido lac-
tico por cada 10 g de salvado de trigo fermentado,
y Oh ez a/ (2005) en harina de cebada (Hordeum
vulgare L.) con Enterococcus faecalis lograron tan
solo 38 g L' de acido lactico.

Los ensayos realizados en JCV90-3N presentaron
ALde 70,19 gL, (Sde 85%, ¥ de 0,88 g gy 7,
de 0,97 g L'h!; estos resultados no fueron estadis-
ticamente diferentes a los obtenidos con 250 mL
de JCL90-3N. Si se comparan estos resultados con
los obtenidos por Serna y Rodriguez (2006), se en-
cuentra que utilizando JCV90-3N se puede obtener
54% mas 4cido lactico y 28,4% mas de rendimien-
to en producto que cuando se utiliza la misma cepa
en medio de cultivo comercial ideal para bacterias
acido lacticas, caldo De Man-Rogosa-Sharpe
(MRS).

Los costos de produccion del 4cido lactico depen-
den de la materia prima y del proceso de fermenta-
cién y recuperacion que se utilice. Segiin Tejayadi
y Cheryan (1995) la materia prima puede represen-
tar hasta el 68% de los costos totales de produc-
cién de acido lactico, y segun Akerberg y Zacchi
(2000) los costos operacionales que incluyen el
costo de la materia prima constituyen cerca del
80%; en consecuencia y dado que el jugo de cogo-
llos y hojas (componente mayoritario en los sus-
tratos de fermentacion investigados) se obtuvieron
de un residuo de cosecha inutilizado, se puede con-
cluir que éste podria constituirse en materia prima
barata con alto rendimiento y disponibilidad durante
todo el afio para la producciéon econdmica de L(+)
acido lactico.

Utilizando JCV90-3N en produccion en disconti-
nuo y separacion tradicional y asumiendo rendi-
mientos de 0,88 g g'! y concentraciones de 70 g L,
la produccion de acido lactico seria del orden de
un ddlar por kilogramo, esto representa un 50%
menos de los costos de produccion que cuando se
utiliza glucosa pura. La apreciacion anterior es com-
parable con los conceptos de Sreenath ez 4/ (2001),
quienes empleando residuos de cosecha de alfalfa
para producir 4cido lactico concluyeron que éstos
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pueden utilizarse como sustrato de fermentacion
para producciéon de acido lactico a gran escala; y
con los conceptos de Garde e7 @/ (2000) y Ander-
son y Kiel (2000), quienes sefialan que con jugos
de plantas verdes se pueden obtener mejores rendi-
mientos en acido lactico, que utilizando MRS, un
medio comercial para bacterias acido lacticas.

En 1986, Brizuela ez /. (1986) concluyeron que el
jugo de cogollos era un sustrato apropiado para la
propagacién de hongos y levaduras. Los resultados
de este trabajo confirman ademas que los cogollos
y hojas constituyen un buen sustrato de crecimien-
to incluso para las exigentes bacterias acido lacti-
cas, ya que se lograron obtener concentraciones
hasta de 4,77 g L' de células sin la adicion de ex-
tracto de levadura, y hasta 8,86 g L! de células
cuando los jugos se adicionaron con esta fuente de
nitrégeno.

CONCLUSIONES
Las mezclas de JCG con JCL y JCV, son sustratos

con muy buen potencial para ser utilizados en la
producciéon de L(+) acido lactico, aun sin la adi-

cion de extracto de levadura. De las mezclas eva-
luadas, cuando se utiliza como sustrato JCV90-3N,
se pueden obtener las mas altas concentraciones en
acido lactico, las mas altas conversiones de sustra-
to, los mayores rendimientos en producto y las
mejores productividades volumétricas. El uso de
este sustrato podria disminuir los costos operacio-
nales en mas del 50%, comparado con el uso de
sustratos puros, y daria ademds un valor agregado
muy interesante a este residuo que se deja perder
en el campo.

La concentracion de acido lactico en mezclas de
JCG con JCV y con JCL se puede correlacionar li-
nealmente con la concentracion de azucares totales
y con la concentracion de extracto de levadura con
coeficientes de regresion de 0,95 y 0,97 respecti-
vamente.
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