Investigacion y Desarrollo en Ciencia y Tecnologia de Alimentos

Fermentacion de Lactobacillus pentosus para la produccién de acido lactico

A. Gonzélez-Leos! 2, M. G. Bustos-Vazquez!?, G. C. Rodriguez-Castillejos?, F. Vazquez-Nava?, A.L.
Gonzalez-Pérez?, A. Del angel-Del angel'y N. Rodriguez-Duran®.

1 Departamento de Biotecnologia, Unidad Académica Multidisciplinaria Mante, Universidad Auténoma de

Tamaulipas Blvd. E. C. Gonzalez 1201 Pte. Col. Jardin, 89840 Ciudad Mante, Tamaulipas, México.

gbustos@docentes.uat.edu.mx

2 Departamento de Tecnologia de Alimentos, UAM Reynosa-Aztlan, Universidad Auténoma de Tamaulipas,

Calle 16 y Lago de Chapala S/N Col. Aztlan C.P. 88740, Cd. Reynosa, Tamaulipas, México.

RESUMEN: {Debido al alto contenido de hemicelulosa en el bagazo de cafia de azucar y ser uno de los
materiales de biomasa méas abundantes disponibles y de bajo precio es posible su utilizacién como materia prima
en fermentaciones para la produccion de acido lactico. El objetivo de este trabajo fue llevar a cabo cinéticas de
fermentacién para la produccién biotecnolégica de 4cido lactico, para ello, el bagazo se caracterizd y se trato
guimicamente para obtener muestras de hidrolizados ricos en hemicelulosa. El &cido I4ctico se obtuvo por la via
heterofermentativa utilizando la cepa Lactobacillus pentosus CECT 4023T, alcanzando un rendimientos teérico
de 93.17% y rendimientos de Yps de 0.811 gg?, Qe= 0.3691 gL*h?. Los resultados alcanzados demuestran la
idoneidad de Lactobacillus pentosus CECT 4023T para ser utilizado como un productor eficiente de éacido
lactico, utilizando hidrolizados lignocelulésicos a partir del bagazo de cafia en un enfoque de biorrefineria.
Palabras clave: &cido lactico, bagazo de cafia de azucar, hidrolizado.

ABSTRACT: Due to the high hemicellulose content in sugarcane bagasse, one of the most abundant and low-
price biomass materials available, it’s possible to use it as a raw material in fermentations for the production of
lactic acid. The aim of this research paper was to carry out fermentation kinetics on the biotechnological
production of lactic acid. In order to do so, bagasse was characterized and chemically treated to obtain samples of
hydrolysates rich in hemicellulose. Lactic acid was obtained for the heterofermentative pathway using the strain
Lactobacillus pentosus CECT 4023T, which reached a theoretical yield of 93.17%, Ypss yields of 0.811 gg* and
Qr=0.3691 gL*h. The end results demonstrated the suitability of Lactobacillus pentosus CECT 4023T as an
efficient producer of lactic acid.
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INTRODUCCION

El bagazo de cafia de azlcar es una fuente de biomasa lignocelulésica con alto potencial de
aprovechamiento ya que estd constituido por, aproximadamente, 50% de celulosa, 25% de
hemicelulosa y 25% de lignina (Martinez et al., 2002). El contenido de lignocelulosa se puede
hidrolizar para producir azlcares fermentables para la obtencién de productos biolégicos de valor
agregado como el acido lactico, lo que aumenta la economia del proceso (Laopaiboon et al., 2010).
Después del tratamiento de hidrdlisis de los materiales lignocelul6sicos, la fraccion de hemicelulosa se
adecua para hacer que los azucares (xilosa y glucosa) sean accesibles para los microorganismos
fermentadores. Sin embargo, no todos los microorganismos fermentadores pueden utilizar la xilosa
(pentosa). Una alternativa interesante es desarrollar un bioproceso tecnol6gico y econémicamente
viable sin utilizar estas cepas modificadas (Bustos et al. 2004). Lactobacillus pentosus puede usarse de
esta manera, ya que puede fermentar la glucosa a acido lactico por fermentacion homolactica y también
puede convertir eficientemente la xilosa en &cido lactico y &cido acético por fermentacion heterolactica
(Bustos et al., 2018; Cruz et al., 2007).

El &cido lactico (LA) es un producto quimico con una amplia gama de aplicaciones, principalmente en
la industria alimentaria (se utiliza aproximadamente el 80% de la produccidn total, especialmente como
conservante microbiano o como agente para la acidificacion o el control de pH), se produce
principalmente por via biotecnoldgica, siendo el costo del medio de cultivo de gran importancia
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economica. El &cido lactico es utilizado en cosméticos, productos farmacéuticos, grabado de metales y
operaciones de acabado de textiles y para la produccion de &cido polilactico biodegradable (PLA) que
es empleado para aplicaciones médicas como suturas y clips para el cierre de heridas o dispositivos
protésicos (Moldes et al., 2007; Serna & Stouvenel, 2005; Garcia et al., 2010).

Teniendo en cuenta que la mayoria de los esfuerzos se centran en la valoracién de la fraccién
celulosica, este trabajo tiene como objetivo aprovechar los azucares hemiceluldsicos presentes en la
fraccion liquida obtenida tras la hidrolisis &cida del bagazo de cafia. En este estudio, se probo la
capacidad de L. pentosus CECT 4023T para producir acido lactico.

MATERIALES Y METODOS

Material

El bagazo de cafia de azlcar fue proporcionado por el Ingenio Aaron Séenz Garza de Ciudad Mante,
Tamaulipas, México. El acondicionamiento del material fue un proceso de secado, molienda y
tamizado (5 mm). Posteriormente, fue almacenado en recipientes cerrados para evitar fluctuaciones de
humedad.

Hidrdlisis acida

Luego del acondicionamiento de la biomasa lignocelulésica, se realizd el tratamiento del bagazo de
cafa, usando una relacion Solido: Liquido 1:8 con &cido sulfarico diluido al 2%, y a 122 °C, con un
tiempo de reaccion de 24 min, descrito previamente por Aguilar et al. (2002). El hidrolizado
hemiceluldsico obtenido fue separado del material fibroso por filtracion al vacio. Del liquido se
tomaron alicuotas para el andlisis del hidrolizado hemicelulésico, se diluyeron y filtraron a través de
una membrana de 0.45 um Yy se analizaron por HPLC, para determinar el contenido de glucosa, xilosa,
y acido acético, usando una columna Transgenomic ICSepICE-ION 300 (fase mdvil H,SO4 0,0025 N,
flujo de 0,5 mL/min, 37°C, y detector de IR a 880 nm a una temperatura de 40°C). Asi mismo se
determind el contenido de compuestos inhibidores liberados tras la hidrélisis, mediante un analisis
espectrofotométrico UV-Vis para determinar furfural e Hidroximetilfurfural a una longitud de onda de
230 nmy 260 nm respectivamente.

Microorganismo

El microorganismo utilizado fue Lactobacillus pentosus CECT-4023T (ATCC-8041) de la Coleccion
Espafiola de Cultivos Tipo (CECT) (Valencia, Espafia). Las condiciones de operacién de la cepa fue a
35 °C por 24 h en placas usando el medio MRS agar, descrito por Mercier et al., (1992). El inoculo se
prepard por solubilizacion de células en placas con 5 mL de hidrolizado estéril. La biomasa en el
inoculo se midio6 por densidad 6ptica en 600 nm.

Fermentacion &cido lactica

El hidrolizado de bagazo fue neutralizado con CaCOsa un pH final de 6.5, y el CaSO, precipitado fue
separado del sobrenadante por filtracion. El hidrolizado neutralizado fue suplementado con 10 gL de
extracto de levadura y 10 gL de Corn Steep Liquor (CSL) esterilizado y usado directamente en el
medio de fermentacion. Los experimentos se llevaron a cabo en matraces Erlenmeyer de 250 mL con
un volumen final de 100 mL. El medio fue suplementado con CaCOs (30 gL?) para neutralizar el 4cido
lactico producido. La fermentacion se realizé en un agitador orbital a 150 rpm y 35 °C, tomando
muestras (2 mL) a diferentes tiempos de fermentacion, centrifugando a 6000 rpm durante 3 min. Los
sobrenadantes se almacenaron para analizar la glucosa, xilosa, &cido acético y acido lactico por HPLC.
Los experimentos se realizaron por duplicado reportando los resultados.

RESULTADOS Y DISCUSION

Uso de hidrolizado de bagazo de cafia

Para obtener hidrolizados directamente fermentables la materia prima se sometié a un proceso de
hidrolisis &cida con &cido sulfurico a siguiendo condiciones realizadas por Aguilar et al., (2002). La
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hidrolisis acida de este Material Lignocelulésico (MLC) conduce a la generacion de azlcares
hemiceluldsicos principalmente xilosa asi como glucosa en menor proporcién como principales
componentes.  Simultdneamente, durante el proceso se forma una mezcla compleja de toxinas
microbianas, que en este tipo de hidrolizado es uno de los mayores problemas en relaciéon con una
mayor transformacién biotecnolégica, mostrando cinéticas lentas, productividades limitadas y
rendimientos en comparacion con los medios de fermentacién realizados a partir de azUcares
comerciales o hidrolizados con menos concentraciones de inhibidores (Bustos et al., 2004). La Tabla |
muestra la composicion de los hidrolizados y el medio sintético, con concentraciones de 30.77 g de
xilosa/L, 3.745 g de glucosa/L, 0.20 g de Arabinosa/L, con una concentracién total de azlcares de
34.31 gL

Tabla 1. Composicion de medios sintéticos e hidrolizados obtenidos bajo diferentes grados de concentracion.

Xilosa Glucosa Arabinosa Acido Acético Furfural HMF
_ (@l (gL (gL (C[59) (9L (9L
';'dro"zado 30774015 | 3.34+017 | 0.20+0.15 | 3.83+0.13 171401 | 1.24+09
e bagazo
Medio 2003+ 019 | 3114054 | 0.0+0.0 0.0+0.0 00+00 | 0.00.0
sintetico

Los resultados alcanzados de xilosa en este trabajo fue superior que los logrados por Gonzélez et al.,
(2017) utilizando el bagazo de cafia de azlcar, en las mismas condiciones de Aguilar et al., (2002) pero
en tiempos mayores (60 minutos) quienes reportaron 24.79 gL de xilosa.

La Figura 1a muestra el perfil de la produccién de acidos organicos y el consumo de fuentes de
carbono por parte de L. pentosus. Se observa claramente que hubo un consumo de glucosa en las
primeras 32 horas de fermentacion, mientras que la xilosa se fue agotando lentamente, mostrando
tendencias similares a las observadas por Bustos et al., 2004 y 2005, en medios de fermentacién con L.
pentosus
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La cinética de fermentacion (Figura 1la) muestra que se pueden preparar medios de fermentacion
adecuados a partir de hidrolizados de bagazo de cafia de azUcar, consiguiendo concentraciones finales
de acido lactico hasta de 29.741 gL tras 72 h de fermentacion, lo que representa una productividad
volumétrica (Qp) de 0.369 gL*h?, un rendimiento del producto (Ypss) de 0.811 gg?y un rendimiento
teorico (Yesin) del 93.172%. Si se considera la estequiometria de los dos azUcares consumidos: glucosa
y xilosa. Estos resultados son particularmente interesantes si se tiene en cuenta la ausencia de
tratamientos de detoxificacion durante la preparacion de los hidrolizados. Bustos et al., 2005,
obtuvieron &cido lactico con L. pentosus a partir de hidrolizados de podas de sarmiento en diferentes
concentraciones sin utilizar ningan proceso de lisis en los medios de fermentacién.
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Figura 1. Dinamica de la fermentacion para experimentos realizados en a)
hidrolizado de bagazo de cafia y en b) medio sintético por L. pentosus CECT
4023T.

Por otra parte, la Figura 1b muestra la evolucién en el consumo de azucares, asi como de la produccién
de &cido lactico y acético en medio sintético, simulando la misma concentracion de azucares pero sin
adicion de compuestos liberados tras la hidrolisis (acido acético, furfural, hidroximetilfurfural), esto
para comparar la posible inhibicion del crecimiento de L. pentosus, durante la cinética de fermentacion.
En las Figuras 1la y 1b se muestra la interaccion por L. pentosus CECT 4023T, entre consumo de
sustrato y produccion de &cido lactico, observando que esta cepa es capaz de adaptarse al medio en
presencia de compuestos toxicos liberados tras las hidrolisis y aun asi alcanzar rendimientos teéricos
altos. Wischral, et al., (2019) evaluaron las condiciones Optimas al utilizar extracto de levadura,
utilizando hidrolizados de bagazo de cafia de azucar para la produccion de &cido lactico y Lactobacillus
pentosus alcanzando en 48 h concentraciones de 19,17 gL* de acido lactico, con rendimientos de 0.80
gg?, correspondiente a una productividad volumétrica 0.40 gL*h?. Estos valores son menores a los
logrados en este estudio utilizando 10 gL de EL y 10 gL* de CSL.
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La Tabla Il presenta los datos relativos a la produccién de &cido lactico en las fermentaciones por lotes
realizadas en frascos Erlenmeyer. La concentracion final de &cido acético alcanzada fue de 11.588 gL,
como principal subproducto.

Tabla 1. Pardmetros estequiométrico productividades y rendimientos para ensayos de bioconversién
por Lactobacillus pentosus CECT 4023T.

Parametro Hidrolizado de bagazo de cafa Medio sintético

Xilosa 1o gL 29.093 + 0.849 29.03 £ 0.466

Xilosa 1 gL* 0.000 £ 0.00 0.00 £ 0.00

Glucosa 1o gL 3.745+0.119 3.11+0.248

Glucosa e gL 0.000 + 0.00 0.000 + 0.00

Acido lactico togL* 2.522 +0.584 2.63+0.43

Acido lactico ¢ gL* 29.741 + 0.689 30.84 +£0.19

Acido acético o gL 4.113 +0.243 0.00£0.0

Acido acético tr gL* 11.588 + 0.165 6.30 £ 0.7

Tiempo (h) 72 72

Qr (gLthh 0.369 0.3917

Qs (gLthh 0.454 0.4445

Yeis(99™) 0.811 0.8812
Rendimiento tedrico (%) 93.172 95.27

Qp= Productividad volumétrica de acido lactico, Qs= Consumo de azucares, Yp;s= rendimiento de acido lactico

(g de é&cido lactico producido / g consumido de glucosa + xilosa) * &cido lactico producido x 100/(Xilosa

consumida x 0,6 + glucosa consumida).

Bustos et al., 2004, realiz6 estudios con Lactobacillus pentosus alcanzando rendimientos y
productividades superiores a los logrados en este estudio utilizando las podas de sarmiento sin etapa
previa de detoxificacién para la produccion de acido lactico lo que indica que, aungue sea un sustrato
diferente, el bagazo de cafia de azlcar presenta rendimientos altos y con potencial como residuo usado
en medios de fermentacion.

CONCLUSION

En general los estudios Ilevados a cabo en esta investigacién indican que el bagazo de cafia de azlcar
es una fuente de azlcares hemiceluldsicos asimilables por la bacteria Lactobacillus pentosus. Aunque
la bacteria Lactobacillus pentosus CECT 4023T presento buenos rendimientos teoricos, se vio afectada
en las primeras horas de fermentacion, por los compuestos inhibidores liberados tras el proceso de
hidrdlisis de bagazo de cafia de azUcar. Por lo que se debe procurar alternativas de tratamiento con el
objetivo de reducir estos compuestos.
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