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RESUMEN

En esta investigacion un total de dieciséis cepas de bacterias dcido ldcticas nativas fueron aisladas de una biorrefineria colombiana,
provenientes de mostos de fermentacion alcohdlica (10) y mieles de cafia de azicar (6). Este clister fue evaluado para la produc-
cion de acido lactico en el medio de Man, Rogosa y Sharpe (MRS) (100 mL) en condiciones anaerdbicas, a 150 rpm y sin control
de pH. Los efectos de la temperatura (37, 39.5, 42 °C) y del tiempo de fermentacion (0, 8 y 24 horas) fueron evaluados sobre la
produccién del acido lactico. Las bacterias acido lacticas (BAL) que lograron una produccion del metabolito de interés, similar a la
cepa patron Lactobacillus delbrueckii ATCC 9649 fueron Pediococcus acidilactici y Pediococcus pentosaceus 1 con concentraciones
de 12 gL' y pardmetros cinéticos, 0.61 Y, y 0.51 gL'h' en 24 horas a 42°C. Posteriormente, estas dos cepas fueron escaladas a
nivel biorreactor en un medio rico en sacarosa a 42 °C, 150 rpm y NaOH 3N como agente para el control del pH en 6.8. La pro-
duccién de acido lactico (AL) y otros metabolitos fueron analizados durante las 44 horas de fermentacién. Pediococcus acidilactici
presenté el mejor desempenio fermentativo con una produccion de 30 gL' acido lactico (0.66 Y,y 0.68 gL'h'). Adicionalmente se
produjeron, bajo las condiciones evaluadas, dcido acético y etanol con rendimientos de 0.13 y 0.04 gg' respectivamente.

Palabras claves: bacteria acido lactica nativa, sacarosa de cana de azucar, fermentacién alcohdlica, acido lactico.
ABSTRACT

In this study, a total of sixteen strains of native lactic acid bacteria were isolated from a Colombian biorefinery, origi-
nating from alcoholic fermentation musts (10) and sugar cane molasses (6). This cluster was evaluated for lactic acid
production in Man, Rogosa, and Sharpe (MRS) medium (100 mL) under anaerobic conditions, at 150 rpm, and with-
out pH control. The effects of temperature (37, 39.5, 42 °C) and fermentation time (0, 8, and 24 hours) on lactic acid
production were assessed. The lactic acid bacteria (LAB) strains that achieved metabolite production comparable to
the reference strain Lactobacillus delbrueckii ATCC 9649 were Pediococcus acidilactici and Pediococcus pentosaceus
1, producing 12 glL-1 of lactic acid with kinetic parameters of 0.61 Y,sand 0.51 gL''h" at 42 °C in 24 hours. Subse-
quently, these two strains were scaled up to a bioreactor level in a sucrose rich medium at 42 °C, 150 rpm, with 3N
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NaOH as a pH control agent at 6.8. Lactic acid (LA) production and other metabolites were analyzed during 44 hours
of fermentation. Pediococcus acidilactici exhibited the best fermentative performance with a production of 30 gL' of
lactic acid, 0.66 Y,, and 0.68 gL'h". Additionally, yields of 0.13 and 0.04 gg" of acetic acid and ethanol, respectively,

were produced under the evaluated conditions.

Keywords: Native lactic acid bacteria, sugarcane sucrose, alcoholic fermentation, lactic acid.
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INTRODUCCION

La mayoria de las bacterias acido lacticas (BAL) son an-
aerobias facultativas, no méviles y no formadoras de
esporas; su temperatura de crecimiento 6ptima varia
entre 20 a 45 °C y el pH 6ptimo esta entre 5.5 a 6.5
(dependiendo de la especie) (Rawoof, 2021). Son bacte-
rias Gram positivas que usan los carbohidratos como la
principal fuente de carbono (George, 2018), son gene-
ralmente cocos o bacilos de longitud variable con gro-
sor entre 0.5 - 0.8 uym y presentan una alta tolerancia a
pH bajos (Mokoena, 2017). La mayoria son catalasa y
oxidasa negativa.

Las BAL son de vital importancia en la industria alimenta-
ria y de piensos, donde el acido lactico se utiliza como
acidificante y conservante, o en nutracéuticos como
probidticos. Gracias a su uso histérico a escala industrial
en todo el mundo, las BAL pueden ser candidatas pro-
metedoras para su uso en biorrefinerias ya que son con-
sideradas generalmente seguras (GRAS), poseen caracte-
risticas metabdlicas importantes tales como la habilidad
para producir acidos, aromas, hidrolizar proteinas, pro-
ducir exopolisacaridos viscosos e inhibir el crecimiento
de otras bacterias (Wang Y. W., 2021) (Libeck, 2019).

Las bacterias productoras de acido lactico (BAL) son cla-
sificadas en homofermentativas que producen teorica-
mente un solo producto, 4cido lactico y heterofermenta-
tivas que producen adicionalmente otros productos tales
como etanol, CO,, acetoina, formato de di acetilo y aci-
do acético (Mokoena, 2017). Sin embargo, algunas BAL
homofermentativas pueden producir acido férmico o
una mezcla de acidos en la fermentaciéon cuando son
sometidas a condiciones de estrés tales como limitacion
de la fuente de carbono, incremento en el pH o incre-
mento en la temperatura (Johanson, 2020). Una fuente
importante para el aislamiento de microorganismos de
interés biotecnoldgico es la fermentacion alcohdlica, en
la cual se emplean sustratos como mieles, jugo y melaza
de cafa y cuyos principales contaminantes son bacterias
acido lacticas del género Lactobacillus sp. (Dias, 2023)

El acido lactico (AL) es de importancia biotecnolégica, ya
que se utiliza ampliamente en la industria cosmética,
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alimenticia, farmacéutica, médica y en las industrias qui-
micas (Cubas, 2018). Las proyecciones del mercado del
AL indican que se incrementara de 1.1 billones de déla-
res (USD) en 2020 a 2.1 billones de USD en el 2025
(Market, 2020); hoy en dia, casi el 80 - 90 % de la pro-
ducciéon mundial es obtenida a través de la ruta fermenta-
tiva, donde las BAL fermentan aztcares simples (glucosa,
sacarosa y lactosa) para la produccién del acido lactico
(Grewal, 2020). Para satisfacer la creciente demanda de
AL, el coste de produccion total deberia ser inferior a 0,8
USD/kg. El costo de la materia prima representa alrede-
dor del 40-70 % de los costos totales de produccién; por
lo tanto, el uso de materiales de bajo costo que incluyen
residuos agricolas e industriales son uno de los factores
mas importantes que determinan el éxito del proceso de
fermentacion con tecnologias competitivas y respetuosas
con el medio ambiente (Ajala, 2020).

El objetivo de la presente investigacion fue el aislamien-
to, seleccion y caracterizacion de un clister de BAL nati-
vas del proceso sucroalcoholero, para lo cual se estudié
el efecto de la temperatura (37, 39.5 y 42 °C) y el tiem-
po (0, 8 y 24 h) sobre la produccién y productividad de
AL a escala laboratorio con el fin de seleccionar las ce-
pas mas promisorias para ser evaluadas a escala bio-
rreactor bajo condiciones controladas de temperatura y
pH mediante fermentacion lote.

MATERIALES Y METODOS

Cepa de referencia
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (ATCC 9649)

Aislamiento e identificacion de bacterias acido lacticas
(BAL)

Las BAL fueron aisladas a partir de muestras de mostos
de fermentacion alcohdlica, jugos y mieles de cana de
azucar de un Ingenio Colombiano. Para ello se empleé
el método de diluciones seriadas de cada muestra desde
1 x 10 hasta 1 x 10°® en agua destilada estéril, sem-
brando 0.1 mL en la superficie en agar MRS (Merck,
Alemania) que contiene 10 gL' de peptona de caseina,
8 gL' de extracto de carne, 4 gL' extracto de levadura,
20 gL' glucosa, 1 mLL" tween 80, 2 gL' K,;HPO,, 2 gL
citrato de amonio, 5 gL' acetato de sodio, 0.2 gL’
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MgS0O,.7H,0 y 0.04 gL' sulfato de manganeso. Las ca-
jas fueron incubadas a 35°C por 48 h en condiciones
anaerdbicas (Anaerogen - Oxoid). Cumplido el tiempo
se realizaron los recuentos de las unidades formadoras
de colonias (UFC/ml). Las colonias seleccionadas fueron
aisladas y purificadas mediante repiques seriados en
agar MRS e incubadas en las condiciones anteriormente
descritas. Los criterios considerados en la seleccion de
las colonias de BAL fueron su diferenciacion fenotipica:
color, consistencia y forma; diferenciacion microscépica
mediante coloracion de Gram; pruebas de oxidasa y
catalasa (Merck, Alemania). Adicionalmente a las 16
cepas nativas aisladas se les realizé la identificacion bio-
quimica del consumo de carbohidratos mediante el sis-
tema de galerias estandarizado APl 50 CHL
(BioMérieux, Inc. Hazelwood Missouri, E.U) siguiendo el
protocolo descrito por (Ramirez, 2016).

Conservacion de las cepas

Las cepas aisladas de BAL fueron conservadas en caldo
MRS, suplementado con glicerol al 50 % y se almacena-
ron en nitrégeno liquido a -196 °C en viales para crio-
conservacion. Antes de cada experimentacion las cepas
fueron reactivadas en medio MRS e incubadas a 35°C
por 48 h, para su reconstitucion.

Obtencion del In6culo

Las BAL fueron crecidas en superficie sobre agar MRS
(Merck, Alemania), e incubadas a 37 °C por 48 horas
(Binder, Alemania). La pureza de las cepas fue evaluada
por coloraciéon de Gram, seguidamente se realizé6 un
lavado a la biomasa usando solucién salina 0.85 %, hasta
alcanzar la turbidez del tubo ndmero 2 del patrén de
McFarland (6 x 10® cel/mL), la concentracién celular del
inoculo fue validada por siembra en placa sobre agar
MRS, manejando las mismas condiciones de temperatura
y tiempo descritas anteriormente (datos no mostrados).

Efecto de la temperatura sobre la produccion de acido
lactico en medio MRS

Los experimentos de la fermentacién lote se realizaron
en el caldo MRS el cual contiene 20 gL' glucosa como
Unica fuente de carbono (Merck, Alemania), en erlenme-
yers de 250 mL, con un volumen efectivo de trabajo de
100 mL (tres repeticiones experimentales para cada ce-
pa). Se garantizé el estricto control de la relacién del
in6culo del 10% (tubo # 2 de McFarland - 6 x 108 cel/
mL), la velocidad de agitacion 150 rpm en agitador
(Innova 44, USA) y el tiempo de fermentacion 24 horas.
En lo referente al pH se realizé6 medicién mas no con-
trol. Todas las evaluaciones fueron realizadas bajo condi-
ciones de esterilidad. En la tabla 1 se muestran las varia-
bles estudiadas.

Tabla 1. Condiciones evaluadas en matraz agitado para el
claster de las BAL .

Ndmero de BAL Temperatura Tiempo (h)
(°©)
14* 37,39.5y42 0,8y24

*Se seleccionaron 13 BAL nativas y 1 cepa patrén. (Lo ante-
rior debido a que se aislaron 3 cepas de Lactobacillus pento-
sus y 3 de Lactobacillus fermentum., para la evaluacién solo
se seleccion6 una de cada especie).

Métodos analiticos

Las muestras fueron tomadas del medio de fermenta-
cion a las 0, 8 y 24 horas para realizar el andlisis de pu-
reza del cultivo, medicién del pH y produccion de acido
lactico. La pureza del cultivo se determiné por colora-
cion diferencial de Gram (Mol Labs, Colombia), el pH se
midié con un pHmetro seven easy (Mettler Toledo, Sui-
za) y la concentracion de acido lactico fue analizada por
el método reflectométrico siguiendo el protocolo descri-
to por (Guauque & Gémez, 2019) para el cual se utili-
zan tiras del ensayo Reflectoquant Test Acido Lactico
MERCK®, sumergiéndolas durante 3 a 5 segundos en
una soluciéon de la muestra diluida en 1/10 o 1/100,
seguidamente se retiré el exceso de liquido y finalmente
se insertaron en el reflectémetro Reflectoquant RQflex®
plus 10 MERCK®, registrando el valor obtenido en mgL'
(Merck Millipore - Alemania).

Diseno experimental del efecto de los factores sobre la
produccion de acido lactico en medio MRS

Se utilizé un arreglo factorial en un disefio experimental
completamente al azar y medidas repetidas en 3 tiem-
pos, con tres repeticiones para cada experimento. Para
el factor microrganismo se usaron 14 niveles, para la
temperatura 3 niveles y finalmente para el factor tiempo,
3 niveles. Las medidas repetidas se realizaron en los
tiempos 0, 8 y 24 horas de fermentacién. La variable
respuesta fue la produccién de acido lactico. Para la
estimacion de parametros del modelo se usé el procedi-
miento Glimmix de SAS (System Analysis System), ver-
sion 9.4, con el fin de probar las hipétesis de igualdad
de los niveles de cada factor y sus interacciones de se-
gundo vy tercer orden. Debido a la presencia de medidas
repetidas del experimento, se probaron cuatro estructu-
ras de varianza-covarianza: simetria compuesta (CS),
autorregresiva de orden1 (AR (1)), autorregresiva de
orden1 con heterogeneidad de varianzas (ARH (1)) y no
- estructurada (UN)). Con base en el Criterio de Informa-
cion de Akaike, UN fue seleccionada como estructura
para la matriz de covarianzas. Se realizé la comparacién
de promedios de los niveles usando la correccion de
Sidak para controlar el fenémeno de la inflacién de la
significancia global de las pruebas. Se realizé la prueba
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de robustez del modelo basada en el ajuste observado
vs prediccién; asi mismo, se realiz6 la prueba de poten-
cia a través de un procedimiento Bootstrap, para detec-
tar efectos significativos para la mayoria de los factores y
sus interacciones, con potencias superiores al 85% en
todos los casos. Finalmente se usé la prueba de Dunnett
para contrastar el desempefio global de las BAL nativas
frente a la cepa patron.

Fermentacion en biorreactor medio sacarosa
Las cepas seleccionadas de Pediococcus fueron evalua-
das mediante fermentacion lote.

Los experimentos fueron realizados en un reactor New
Brunswick 14 L (Bioflo 115, New Brunswick Scientific,
USA) con un volumen efectivo de trabajo de 4.0 L. El
medio de fermentacién empleado contiene 45 gL' saca-
rosa, 15 gL' extracto de levadura, 0.1 % KH,PO,, 0.1 %
(NH,4),SO4, 0.05 % MgSO,, MnSO, 5 ppm (Serrato,
2005), y fue esterilizado a 121 °C, 15 psi por 20 min. Se
realizaron 6 fermentaciones (3 repeticiones para cada
cepa BAL seleccionada) en condiciones anaerdbicas por
44 h, durante el tiempo de fermentacion el pH se con-
trol6 en 6.8 +/- 0.2 con NaOH 3N, la velocidad de agita-
cion fue 150 rpm a 42 °C. El biorreactor fue inoculado
con una relacion de in6culo medio de cultivo del 10 %
v/v. Se realizé una siembra en agar MRS para verificar la
concentracion celular (UFC/ml) y la pureza del cultivo
(datos no mostrados). Durante la fermentacion se toma-
ron asépticamente muestras de 10 mL cada 4 horas para
determinar la concentracion de acidos orgénicos, para
ello la muestra fue centrifugada a 10.000 rpm por 5 mi-
nutos (este proceso se realizé por duplicado). Seguido a
esto se realizaron dos filtraciones por membrana tama-
fio 0.45 um y 0.2 um, respectivamente. El contenido de
acidos organicos se analizé6 mediante cromatografia Ii-
quida de alto rendimiento, empleando un HPLC con
detector UV-VIS a 215 nm, una columna Aminex HPX-
87H (estireno-divinilbenceno sulfonada con intercambia-
dor H30+), como fase movil una solucion de acido sul-
farico 0.005M a un flujo de 0.5 mL/min (Varela, 2010)

Disefio estadistico fermentacion biorreactor medio
sacarosa

Se utiliz6 un modelo lineal correspondiente a un disefio
completamente al azar con tres repeticiones para cada
experimento. Los factores fueron microorganismo, con
dos niveles y tiempo con 12. Las medidas repetidas en
el tiempo se realizaron con intervalos de 4 horas desde
las O hasta las 44 horas. Las variables respuesta fueron
la produccion de acido lactico, acido acético, etanol y
productividad. Para la estimacion de los parametros del
modelo se usé el procedimiento Glimmix de SAS
(System Analysis System) versién 12.1, con el fin de pro-

bar las hipotesis de igualdad de los niveles de cada fac-
tor y sus interacciones. Debido a la presencia de medi-
das repetidas del experimento, se seleccioné la estructu-
ra varianza-covarianza ARH (1) de acuerdo con el crite-
rio de informacién de Akaike. Los promedios de las va-
riables de respuesta para cada uno de los niveles de los
factores y su interaccion fueron estimados por minimos
cuadrados. Dada la significancia de la interacciéon micro-
organismo por tiempo, se compararon hora a hora y de
esta forma se concluy6 cual microorganismo es mejor,
en cuanto a la produccién del metabolito de interés
(acido lactico).

RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento e identificacion de bacterias acido lacticas
(BAL)

En este estudio un total de 16 cepas BAL nativas fueron
aisladas de 14 muestras de mieles y mostos de fermenta-
cién alcohdlica de cana de azdcar. Todos los aislados
fueron Gram positivos, doce cepas presentaron morfolo-
gia bacilar y cuatro morfologias cocoide, todos ellos
catalasa y oxidasa negativos. Los resultados de la identifi-
cacion bioquimica del consumo de carbohidratos se
presentan en la tabla 2.

Los aislamientos fueron clasificados seguin el tipo de
metabolismo en homofermentativos (6 cepas) aisladas
de mieles de cana de azdcar y heterofermentativos (10
cepas) aisladas de los mostos de fermentacion alcohdli-
ca. El perfil bioquimico mostré6 que todo el cldster de
BAL tuvo la capacidad para consumir glucosa, fructosa y
sacarosa, carbohidratos disponibles mayoritariamente en
los habitats de origen.

El Lactobacillus fermentum 1 y el Lactobacillus pentosus
fueron las cepas predominantes, representando el 38 %
de la poblacién total. 11 cepas del cldster aislado perte-
necen al género Lactobacillus. Resultados similares fue-
ron reportados por (Bonatelli, 2017) quienes analizaron
105 muestras de ADN de comunidades bacterianas ais-
ladas en dos destilerias brasileras; la secuenciacién del
ADNr 16S mostré que entre el 92 % y el 99 % de las
secuencias pertenecian al género Lactobacillus y las res-
tantes a Weissella, Pediococcus, Acetobacter y Anaeos-
porobacter.

Efecto de la temperatura, el pH y el tiempo de fermen-
tacion sobre la produccion de acido lactico

En el medio MRS la unica fuente de carbono es la gluco-
sa (20 gL"), la cual puede ser fermentada por dos tipos
de BAL las homofermentativas que convierten una molé-
cula de glucosa en dos moléculas de AL, y las heterofer-
mentativas que convierten la glucosa en azicares de
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Tabla 2. Identificacién bioquimica del cluster de bacterias 4cido lacticas nativas aisladas de mieles y mostos de fermen-

tacién empleando el kit API 50 CHL (Biomérieux, Francia).

Fuente del | Identificacion de la BAL | Porcentaje de identificacion Nidmero de | Tipo de metabolismo Cédigo
aislamiento (%1D) aislados
MF Leuconostoc mesenteroides 99.9 1 Heterofermentativo Lm spp. m
subs. mesenteroides
MF Lactobacillus brevis 99.7 1 Heterofermentativo Lbre
MF Lactobacillus buchneri 89.7 1 Heterofermentativo Lb
MF Lactobacillus collinoides 94 1 Heterofermentativo Lc
MF Lactobacillus fermentum 1 80, 80 2 Heterofermentativo Lf1
MF Lactobacillus pentosus 99.7,91.2,88.9 3 Heterofermentativo Lp
MmcC Pediococcus acidilactici 99.9 1 Homofermentativo Pa
MC Pediococcus pentosaceus 1 99.8 1 Homofermentativo Pp1
MC Pediococcus pentosaceus 2 98.8 1 Homofermentativo Pp2
MC Lactobacillus plantarum 98.6 1 Homofermentativo Lp
MC Lactococcus lactis subs. 97.8 1 Homofermentativo Lisppl
Lactis
MmcC Lactobacillus acidophilus 86.9,91 2 Homofermentativo La

MF: Mosto de fermentacién, MC: Miel de cafia de aztcar.

cinco carbonos (pentosas), y luego producen una molé-
cula de AL y una molécula de etanol o acido acético
(Juturu, 2016). Segun lo reportado por (Park, 2018) la
acumulacion del AL durante la fermentacién afecta el
metabolismo de los microorganismos y la citotoxicidad
ocurre alrededor del valor del pKa (3.86). El rendimiento
y la productividad del acido lactico dependen del pH
(3,5-9,6), la temperatura (5 - 45 °C), la presencia de nu-
trientes (aminodcidos, péptidos, nucleétidos y vitaminas)
y la cepa de BAL utilizada (Zheng, 2020). En la tabla 3 se
presenta la produccién de AL del cldster en las tres tem-
peraturas y los dos tiempos de fermentacion evaluados.

Los resultados de la tabla 3 muestran que todas las BAL
nativas incluida la cepa de referencia produjeron acido
lactico bajo las condiciones evaluadas. A las 8 h de fer-
mentacion la cepa de referencia Lactobacillus delbrue-
ckii logré la mayor produccién de acido lactico (AL) con
4.8 gL' y seguidamente las cepas nativas Lactobacillus
pentosus y Lactobacillus plantarum con 3.5 gL' a 37 °C.
A la temperatura de 39.5 °C las cepas destacadas fueron
Lactobacillus acidophilus y la cepa patrén Lactobacillus
delbrueckii con producciones de 4.5 y 5.2 gL' respecti-
vamente. A 42 °C las cepas destacadas fueron Lactobaci-

llus buchneri y Pediococcus pentosaceus 1 con produc-
ciones de 5.9 y 4.7 gL' respectivamente.

El andlisis de varianza realizado arrojo el siguiente mode-
lo lineal:

ALnmic = L+ o6 + B + yic + (oy)i + (af)is + (BY)i + (oBy)i +

Enmlk

Donde Alami es la respuesta (AL) observada para el i
ésimo nivel de microorganismo (microy), j-ésimo nivel de
temperatura (temp;), k-ésimo nivel de tiempo (tiempox),
y l-ésima repeticion (repi); p es la media general; «; es el
efecto fijo del i-ésimo nivel de microorganismo (micros);
Bi es el efecto fijo del j-ésimo nivel de temperatura
(tempy); vk es el efecto fijo del k-ésimo nivel de tiempo
(tiempox); (ay)ik es el efecto de la interaccion entre el i-
ésimo nivel de microorganismo y el k-ésimo nivel de
tiempo (micro*tiempo); (ap); es el efecto de la interac-
cion entre el i-ésimo nivel de microorganismo vy el j-
ésimo nivel de temperatura (micro*temp); (By)x es el
efecto de la interacciéon entre el j-ésimo nivel de tempe-
ratura y el k-ésimo nivel de tiempo (temp*tiempo); (afy)
ik es el efecto de la interaccién triple entre microorganis-

Evaluacién de la produccion de acido lactico a partir de un cldster

12



Tabla 3. Produccién de 4cido lactico (gL-') en 8 y 24 h de fermentacién lote en medio MRS a 37, 39.5 y 42 °C. (Promedio

de tres réplicas para todos los analisis).

Bacterias dcido-lacticas 37 °C 39.5°C 42 °C

8h 24 h 8h 24 h 8h 24 h
Leuconostoc mesenteroides subs. Mesenteroides 0.33 8.51 0.34 9.13 2.15 9.85
Lactobacillus brevis 2.60 5.38 0.41 6.19 0.45 4.35
Lactobacillus buchneri 1.90 9.93 1.73 9.83 5.94 8.20
Lactobacillus collinoides 0.30 3.17 0.34 0.31 0.27 4.00
Lactobacillus fermentum 1 0.40 9.19 0.58 7.89 3.59 7.17
Lactobacillus pentosus 3.50 8.83 1.84 8.87 2.08 6.28
Pediococcus acidilactici 2.00 9.14 0.32 7.90 4.03 12.30
Pediococcus pentosaceus 1 2.10 8.33 2.65 8.61 4.65 12.10
Pediococcus pentosaceus 2 0.50 5.69 2.63 6.95 1.83 7.50
Lactobacillus plantarum 3.50 11.25 0.38 8.32 0.27 6.93
Lactococcus lactis subs. Lactis 2.40 4.33 0.24 1.62 0.02 2.50
Lactobacillus acidophilus 0.40 4.13 4.50 3.76 0.17 0.78
Lactobacillus delbrueckii ATCC 9649 4.80 9.57 5.21 11.96 2.56 8.30

* La mayor desviacién estdndar de 3.43 se obtuvo a las 24 horas a 42°C.

mo, temperatura y tiempo (micro*temp*tiempo), y final-
mente, £ €s el término de error residual con gk ~ N
(0, 02), incluyendo el efecto de las medidas repetidas en
el tiempo.

Los resultados del andlisis de varianza de tipo Il revelan
que todos los efectos principales (microorganismos
(F=131.57, p= <0.0001), temperatura (F=7.63, p=
0.0008) y tiempo (F=6619.87, p= <0.0001) y sus interac-
ciones (dobles y triples) son altamente significativos en
la produccion de AL. Esto sugiere que la produccion de
AL es influenciada por una combinacion de estos facto-
res y sus interacciones. Asi mismo, el andlisis de agrupa-
miento Sidak para el tiempo muestra que la produccién
de AL aumenta significativamente con el tiempo. La ma-
yor produccion se observa después de 24 horas, mien-
tras que las producciones a 8 y 0 horas son significativa-
mente menores.

En la figura 1 se muestra el efecto de las temperaturas
evaluadas sobre la produccién de AL para todo el clis-
ter BAL evaluado. El andlisis de agrupamiento Sidak para
la interaccion microorganismo*temperatura mostré que
la produccion de AL es maxima para el Lactobacillus
delbrueckii - cepa de referencia a 39.5°C. asi mismo se
puede evidenciar un efecto directamente proporcional
entre la temperatura y la produccién de AL.

Trabajos relacionados han sido realizados con cepas
nativas similares a las halladas en esta investigacion,
(Khatri, 2017) aislaron 7 bacterias lacticas de residuos
agricolas y lacteos de Anand. La produccién de acido
lactico in vitro fue evaluada en el caldo MRS a 37°C.
Entre los siete aislados, la cepa AAU L2 mostré la mayor
produccién de 4cido lactico 16.2 gL' frente a L. planta-
rum MTCC 4461 (12.8 gL") en 48 horas. Asi mismo,
(Othman, 2017) reportaron una produccién de 8.71 gL'
de acido lactico al usar Pediococcus acidilactici DSM
20238 en el medio MRS a 37°C y 24 h. (Abdel, 2019)
reportaron una produccién de 13.9 gL' de 4cido lactico
al usar la cepa nativa BoM1-2 correspondiente al Entero-
coccus hirae en un medio que usé glucosa como fuente
de carbono. En la tabla 2 se presenta el efecto de las
temperaturas y el tiempo de fermentacién sobre el pH
para todo el clister BAL evaluado.

El pH en todo el clister de BAL present6 la misma ten-
dencia a disminuir a medida que transcurria el tiempo
de fermentacién a las tres temperaturas evaluadas. El pH
del medio MRS inici6 entre 5.4 - 5.7; la mayor disminu-
cion del pH fue observada para las cepas: Lactobacillus
plantarum 1 (37 °C), Lactobacillus delbrueckii subs. bul-
garicus (39.5 °C) y Pediococcus acidilactici (42 °C), obte-
niendo una reduccién de 1.9, 1.69 y 1.6 unidades de pH
respectivamente. Segln lo reportado por (Escobar,
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Figura 1. Efecto de la temperatura sobre la produccién de &cido lactico en medio MRS a 37, 39.5,42 °C - 24 h.

Tabla 4. Pardmetros de la fermentacion acido lactica en 24 horas

Cepa Producci6n AL (gL") Rendimiento (gg™) Productividad (gL 'h™")
Pediococcus acidilactici (42°C) - nativa 12.30 0.61 0.51
Pediococcus pentosaceus 1(42°C) - nativa 12.10 0.60 0.50
Lactobacillus delbrueckii spp bulgaricus (39.5°C) * - referencia 11.96 0.59 0.49

*A 39.5°C la cepa de referencia alcanzé la mayor produccion de AL.

2020) la disminucién del pH indica el estado metabdlico
activo y vigoroso de las BAL evaluadas. Resultados supe-
riores fueron reportados por (Vera, 2020) quienes eva-
luaron el efecto del pH sobre el crecimiento en medio
MRS de tres BAL nativas, Leuconostoc mesenteroides
(32 °C), Streptococcus infantarius (37 °C) y Lactobacillus
plantarum (32 °C), obteniendo una reduccion de 3.2, 1.0
y 3.0 unidades de pH respectivamente. Las BAL nativas
de este estudio destacadas por su alta produccién de
acido lactico alcanzaron valores de pH inferiores a 4.0,
corroborando lo descrito por (Ojo, 2023) quienes afir-
man que las BAL son altamente acido tolerantes y esto
le confiere una gran relevancia a nivel comercial. Segun
lo expuesto por (Beitel, 2020) la temperatura y el pH
juegan un rol fundamental en la optimizacion de la fun-
cion celular. El pH no solo afecta la actividad enzimatica
y el transporte de nutrientes en la célula, sino que tam-
bién afecta la sintesis de proteinas. Segin lo reportado
por (Yang, 2022) el valor del pH desempena un papel
crucial en la hidrdlisis, la acidogénesis y la seleccion de
comunidades microbianas especificas. el pH mas ade-
cuado para la fermentacion lactica suele estar entre 5.0
y 6.0. Sin embargo, la produccién y acumulacion de
acido lactico puede producirse en un entorno acido (pH
< 4,0). Es importante senalar que la produccion de acido
lactico puede variar en funcién del pH inicial, asi como
del tipo y la concentracion del sustrato (Pau, 2022).

Los resultados del anélisis de agrupamiento de sidak de
la interaccién microorganismo por tiempo y por tempe-

ratura mostraron que no hay una diferencia estadistica-
mente significativa en lo referente a la produccion de AL
por el Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus 11.96 gl-
1 a 39.5 °C, Pediococcus pentosaceus 12.10 gL-1 y Pe-
diococcus acidilactici 12.30 gl-1 a 42 °C en 24 horas de
fermentacion.

La tabla 4 muestra que Pediococcus acidilactici y pento-
saceus fueron las BAL nativas mas efectivas para la pro-
duccién de acido lactico a 42 °C, presentando el mayor
rendimiento (0.61 y 0.60 gg') y la mayor productividad
(0.51 y 0.50 gL'h") respectivamente al ser comparadas
con el lactobacillus delbrueckii (cepa patrén). Resulta-
dos inferiores fueron reportados por (Sriphochanart,
2022) al evaluar el Lactiplantibacillus plantarum TBRC
9667 en medio MRS a 25 y 30 °C alcanzaron rendimien-
tos de 0.49 y 0.046 gg', respectivamente. Con base en
los resultados estadisticos Pediococcus acidilactici y Pe-
diococcus pentosaceus fueron seleccionadas para ser
evaluadas a escala biorreactor.

Evaluacion de la produccion de acido lactico a escala
biorreactor bajo condiciones controladas de tempera-
turay pH

Segun lo reportado por (Lépez, 2019) y (Wang Y. C,,
2019) las cepas terméfilas son siempre las preferidas en
los bioprocesos, ya que el riesgo de contaminacion es
bajo y la operacién puede realizarse en condiciones no
estériles, lo que reduciria significativamente los costos
operativos. Por su parte (Zhang Q. Z., 2021) reportaron
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Figura 2. Comportamiento del pH en las fermentaciones a 37, 39.5, 42 XC a las 0, 8, 24 h en medio MRS.
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Figura 3. Cinética de produccién de 4cido lactico a 42 °C por Pediococcus pentosaceus 1y Pediococcus acidilactici
a escala biorreactor.
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Figura 4. Produccién a escala biorreactor de acido acético y etanol por Pediococcus acidilacticiy

Pediococcus pentosaceus 1a 42 °C.

el hallazgo de una cepa nativa de Pediococcus acidilacti-
ci AAF15 con caracteristicas industriales deseadas tales
como la termo tolerancia al estrés acido y térmico.

En la figura 3, se evidencia que las cepas presentaron
una fase de adaptacién a la nueva fuente de carbono
(sacarosa) de 8 horas. Las cepas de Pediococcus son
reportadas como sacarosa negativa (Mazzoli et al.,
2014); sin embargo, en las condiciones de fermentacion
empleadas en esta investigacion, alcanzaron produccio-
nes superiores a 16 gL'. La produccion de AL inici6 a las
12 horas alcanzando valores de 33.7 y 16 gL' con con-
sumos de base (NaOH 3N) de 550 y 400 ml por P. aci-
dilactici y P. pentosaseus, respectivamente. Estos resulta-
dos sugieren que el control del pH fue mas eficiente con
P. acidilactici, lo que se traduce en un menor consumo
de base y un ahorro econémico. Los resultados estadisti-
cos muestran que hubo una diferencia estadisticamente
significativa en lo referente a la produccion de AL para
las variables microorganismo (F=8.2, p=0.0089), tiempo
(F=86.78, p= <0.0001) y su interaccion (F=6.17,
p=0.0030).

Al comparar el desempeno fermentativo que presenté P.
acidilactici a 42°C en el medio con glucosa vs. Sacarosa,
un carbohidrato de mayor complejidad para su asimila-
cion, se alcanzé una produccién de AL de 12.3 y 33.7
gL'y un rendimiento 0.61 y 0.66 gg"', sin y con control
de pH, respectivamente. Estos resultados sugieren que la
cepa no presenté una afectacion por el cambio de sus-
trato y que el incremento significativo en la produccién
del acido lactico se derivo principalmente por el control
del pH. Por su parte (Saavedra, 2021) reportaron un
incremento de 3.5 veces en el dcido lactico producido

por Lactobacillus plantarum cepa Huil en el medio MRS
suplementado con miel de cana de azdcar hidrolizada al
realizar el control del pH con carbonato de calcio.
(Paulova, 2020) reportaron una produccién de acido
lactico de 19.5 gL' por la cepa Llactobacillus casei
CCDM 198 en el medio MRS (glucosa) a 37 °C, al reali-
zar el control del pH 6.5 con NaOH 20 %.

En la tabla 5 se muestra para cada bacteria nativa eva-
luada los resultados obtenidos.

Pediococcus acidilactici presenté el mas alto rendimien-
to, la mas alta productividad y por ende la mayor pro-
duccién de acido lactico (30 gL'). No existen muchos
reportes en la literatura de investigaciones donde se
cuantifique el potencial de produccién de acido lactico
de las bacterias aisladas de los ingenios azucareros, aun
cuando sean ellas las mas afines al consumo de sacaro-
sa. Vidra et al., reportaron rendimientos 0.77 y 0.57 gg
para los Lactobacillus sp y casei, respectivamente, al eva-
luar su desempeno fermentativo a 37 °C, 150 h, con
control de pH, en un medio disefiado con sacarosa de
cana hidrolizada enzimaticamente (Vidra, 2017). Asi
mismo, (Othman, 2017) reportaron productividades de
0.52 gL'h para Pediococcus acidilactici en medio MRS
bajo condiciones controladas de pH empleando NaOH.
Wang et al., evaluaron microorganismos nativos de me-
laza de cafa, obteniendo rendimientos de 0.77 gg' vy
productividades de 0.069 a 0.145 gL''h' en la produc-
cion de 4acido lactico a partir de sacarosa de cafa
(Wang Y. T., 2015).

Con los resultados obtenidos se puede afirmar que el
Pediococcus acidilactici nativo estudiado en esta investi-
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Tabla 5. Produccién (gL"), rendimiento (gg") y productividad (gL'h") de 4cido lactico en 44 horas de fermentacién obteni-

das por las cepas de Pediococcus.

Cepa Produccién AL (g L") Rendimiento (g g) Productividad (g L' h")
Pediococcus acidilactici 30 0.66 0.68
Pediococcus pentosaceus 1 16 0.35 0.36

Tabla 6. Produccién de acido acético y etanol por cepas de Pediococcus durante 44 horas de fermentacién por lote a 42°C.

Cepa Acido acético Etanol
Produccion Rendimiento Productividad Produccion Rendimiento | Productividad
(8L (gg™M (gL'h™) (gL™M (gg™ (gL'h™)
Pediococcus acidilactici 5.79 0.13 0.13 2.01 0.04 0.05
Pediococcus pentosaceus 1 4.50 0.10 0.11 4.75 0.10 0.11

gacion presenté un adecuado desempefio fermentativo
al ser comparado con los estudios mencionados ya que
los reportes fueron realizados en sustratos mas simples,
inicialmente o por un proceso de hidrélisis. Ademas de
la produccién de acido lactico, se generaron otros meta-
bolitos en la fermentacién, tales como el etanol y el aci-
do acético. La generacion de estos metabolitos por ce-
pas homofermentativas, esta asociado al estrés al que se
ven sometidas las células como consecuencia del agota-
miento de la fuente de carbono, incremento en el pH o
disminucion de la temperatura y sus interacciones
(Bintsis, 2018).

Como se puede observar en la figura 4, la produccién
de acido acético (AA) inicié a las 8 horas de fermenta-
cién, alcanzando concentraciones de 4.5 y 5.8 gL' para
el Pediococcus acidilactici y pentosaceus 1, respectiva-
mente en 44 horas de fermentacion; de modo que se
trata de un metabolito que se genera por alguna condi-
cién de la fermentacion (pH, temperatura o potencial
redox). El andlisis estadistico no evidencié una diferencia
significativa en la produccién de este metabolito. Por
otro lado, la produccién de etanol para las cepas de
Pediococcus pentosaceus 1 y Pediococcus acidilactici
inicio a las 24 horas de fermentacién, de tal modo que
se puede decir que este se genera como respuesta a un
mecanismo de estrés celular como la acumulacién de
subproductos (Mazzoli et al., 2014). Con respecto a la
produccion de etanol hubo una diferencia estadistica-
mente significativa (P < 0.05) a favor de Pediococcus
pentosaceus 1 (4.49 gL). Segin lo reportado por (Gil,
2019) las BAL son tolerantes a niveles de etanol cerca-
nos al 14% v/v, sin embargo, la tolerancia al etanol esta
influenciada por la temperatura y el pH.

Las cepas evaluadas en esta investigacion presentaron
una desviacién de entre 16 - 25 % del sustrato para la
produccion de metabolitos diferentes al acido lactico.
Resultados similares fueron reportados por (Sun Y. X,
2019) quienes al evaluar la produccién de acido lactico
a partir de mieles de cana de azicar empleando un con-
sorcio microbiano CEE-DL15 alcanzaron producciones
de dcido acético y etanol de 3.75 y 1.75 gL', respectiva-
mente. Asi mismo (Smetankovd, 2012) reportaron pro-
ducciones de acido acético 0.84 - 1.16 y etanol 2.51 -
4.03 gl'al evaluar tres cepas nativas de Lactobacillus
plantarum.

Resultados superiores fueron obtenidos por (Nuryana et
al., 2019) al evaluar la produccién de acido lactico por
un cldster de cuatro BAL nativas en el caldo MRS a 37 °
C, los autores reportaron que todas las BAL produjeron
diversos acidos organicos, pero la BAL 100 se destacé
por presentar la mayor producciéon de acido acético
(44.8 gl') seguido del acido lactico (17.11 gL'). Seguin
lo reportado por Rahman la cepa homofermentativa
Enterococcus mundtii produce acido acético como me-
tabolito primario de la fermentacién lactica, dependien-
do de la relaciéon entre la glucosa y otros azdcares
(Rahman M. X., 2015).

Factores tales como el cambio de la fuente de carbono
y las condiciones medio ambientales de la fermentacion
(T°, pH, agitacion, entre otros) pueden ser la causa para
la produccién de metabolitos diferentes al acido lactico
por parte de BAL homofermentativas como Pediococ-
cus. Por esta razén un aspecto de suma relevancia du-
rante el proceso fermentativo es la estandarizacion y el
control de los parametros operativos.

17 Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. XXVI No. 2 Julio - Diciembre 2024, 8 - 20



Las productividades y producciones del acido lactico
obtenidas en esta investigacion con Pediococcus acidi-
lactici podrian ser mejoradas al optimizar las condicio-
nes de fermentacién tales como la estrategia fermentati-
va (lote alimentado continuo o por pulsos), el medio de
cultivo (concentracién de azucares fermentables, fuen-
tes de nitrogeno de facil asimilacién, cofactores, entre
otros), el tiempo de fermentacién, la temperatura y el
agente de control del pH.

CONCLUSIONES

La presente investigacion realizé el aislamiento y la ca-
racterizacién bioquimica hasta género y especie del 100
% del clister de bacterias acido lacticas nativas de la
biorrefineria de cafa, evidenciando que el género pre-
dominante fue el Lactobacillus con un 56 %. Asi mismo,
al realizar la evaluacién fermentativa de todo el cldster
en un sustrato rico en glucosa a diferentes temperaturas
y sin control de pH se evidencié que el AL producido
por Pediococcus pentosaceus 12.10 gL' y Pediococcus
acidilactici 12.30 gL'a 42 °C no present6 diferencia sig-
nificativa frente a la cepa de referencia Lactobacillus del-
brueckii spp. bulgaricus 11.96 gL' a 39.5 °C, en 24 horas
de fermentacién. De igual manera, estas cepas de Pedio-
coccus fueron evaluadas en un sustrato rico en sacarosa
a escala biorreactor bajo condiciones controladas de pH
6.8 y temperatura 42 °C. Se encontré una diferencia
estadisticamente significativa entre los microrganismos,
el tiempo y la produccién de acido lactico a favor de
Pediococcus acidilactici quien se destacé por alcanzar el
mejor desemperfio fermentativo, 33.7 gL' AL, rendimien-
to de 0.66 gg' y productividad de 0.68 gL'h", adicional-
mente fue la cepa que presenté los rendimientos mas
bajos de dcido acético y etanol 0.13 y 0.04 gg' respecti-
vamente en 44 h, resultados que se correlacionan con la
efectividad del control del pH. Los resultados sugieren
que la cepa nativa Pediococcus acidilactici presenta po-
tencial de evaluaciéon a una mayor escala debido a que
su comportamiento fue similar al obtenido por la cepa
de referencia Lactobacillus delbrueckii (ATCC 9649) usa-
da a nivel industrial. Asi mismo la principal contribucion
de esta investigacion fue mostrar un camino que permi-
te realizar el aprovechamiento de la biodiversidad co-
lombiana para la obtencion de bioproductos que pue-
den ser utilizados en distintos segmentos industriales,
como el alimenticio, cosmético, médico y biotecnol6gi-
co, entre otros.
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