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Producción de ácido láctico por una mezcla
de Lactococcus lactis y Streptococcus salivarius
en fermentaciones en discontinuo
Lactic acid production from a mixture of cultures
of Lactococcus lactis and Streptococcus salivarius
using batch fermentation
Liliana Serna Cock*, Aida Rodríguez de Stouvenel **
RESUMEN
Se estudió la producción de ácido láctico (AL), la conversión de sustrato (CG), y el rendimiento(Yp/s) de Lactococcus lactis, Streptococcus salivarius y una mezcla 1:1 de ambas cepas en sustrato glucosado. Lactococcus lactis se seleccionó de 20 cepas homofermentativas aisladas de cultivos de caña de azúcar variedad CC85-92 y Streptococcus salivarius se aisló de un fermento láctico comercial. En fermentaciones llevadas a cabo con la mezcla microbiana, a 32 °C con 60 gL-1 de glucosa y pH 6,0 se obtuvo un máximo de 47,63 gL-1 de ácido láctico, conversión de glucosa de 95,4% y rendimiento en producto de 0,83 gg-1.
Palabras clave: caña de azúcar, Lactococcus lactis, Streptococcus salivarius, mezcla de cepas.
ABSTRACT
Production of lactic acid (LA), yield (Yp/s) and substrate conversion (SC) from Lactococcus lactis, Streptococcus salivarius and their mixtures were tested. Lactococcus lactis was selected from 20 homofermentative strains isolated from a sugar cane crop (variety CC85-92) and Streptococcus salivarius was isolated from a commercial lactic ferment. Batch fermentation experiments at 32 C with a glucose concentration of 60 gL-1 and a pH of 6,0 were carried out. A maximum of 47,63 gL-1 of lactic acid concentration, 95,4% of substrate conversion and 83 gg-1 were obtained from the mixture of strains after a fermentation of 48 h.
Key words: sugar cane, Lactococcus lactis, Streptococcus salivarius, mixture of strains.
INTRODUCCIÓN
Desde la antigüedad cientos de bacterias ácido lácti​cas (LAB) han sido aisladas de alimentos fermenta​dos, animales y humanos para ser utilizadas en la producción de ácido láctico y como cultivos iniciado​res en la elaboración de vegetales, cárnicos y pro​ductos lácteos fermentados (Adamberg et al., 2003); sin embargo, las exigencias crecientes de rentabili​dad económica y de calidad sensorial y sanitaria de estos   productos   han   motivado   innumerables

investigaciones encaminadas a obtener fermentos de la más alta calidad que posean aptitudes particu​lares para aplicaciones como acidificación rápida, producción de sustancias aromatizantes, producción de sustancias texturizantes, carácter probiótico, en​tre otras (Kourkoutas et al., 2005; Schäffer et al., 2004). La mezcla de cepas ha sido propuesta como una buena alternativa para satisfacer estas necesi​dades y se ha encontrado potencial de uso en la pro​ducción de ácido láctico, la producción de alimentos prebióticos, el  mejoramiento de la eficiencia de
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transformación de azúcares en forrajes ensilados (Luis et al., 1991; Merry et al., 1993; Bolsen et al., 1996; Mora et al., 1997), entre otros; sin embargo, el hecho de que las condiciones óptimas de crecimien​to de los microorganismos utilizados en las mezclas no coincidan y que las cualidades acidificantes y aro​matizantes de los microorganismos utilizados en las mezclas sean diferentes crea la dificultad de estable​cer las condiciones de cultivo óptimas para la mez​cla, como suplementos nutricionales, temperatura, demanda de oxígeno y pH (Schäffer et al., 2004).
En la producción fermentativa de ácido láctico los microorganismos utilizados pertenecen a los gé​neros Lactobacillus, Carnobacterium, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Lactococcus, Vagococcus, Enterococcus, Aerococ-cus y Rhizopus (Salminen, 1993; Domínguez y Vás-quez, 1999); no obstante, debido a que una de las problemáticas es el alto costo de producción (Aker-berg y Zacchi, 2000; Kwon et al., 2000), se han veni​do estudiando mezclas de cepas lácticas y no lácti​cas que permitan degradar sustratos baratos complejos y/o mejorar los rendimientos; Kurosawa et al., (1988), por ejemplo, utilizaron una mezcla de Aspergillus y Streptococcus empleando como sus​trato almidón; Özen et al. (1992) emplearon Lactoba​cillus bulgaricus y Streptococcus termophilus en per-meado de lactosuero; Roukas y Kotzekidou (1991 y 1998) usaron Lactobacillus caseiy Lactococcus lac​tis en lactosuero desproteinizado; Malakar et al. (1999) utilizaron Lactobacillus curvatus y Enterobac-ter cloacae en caldo MRS; Wang et al. (2003) em​plearon Lactobacillus acidophilus, Streptococcus thermophilus y Bifidobacterias en leche de soya; Adamberg et al. (2003) usaron Streptococcus saliva​rius, Lactococcus lactis, Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus acidophilus y Lactobacillus paracasei en un medio de cultivo comercial basado en lactosa, y Schäffer et al. (2004) utilizaron un cultivo mesófilo y otro termófilo en leche.
En este trabajo se estudió la producción de áci​do láctico (AL), la conversión de glucosa (CG) y el rendimiento en producto (Yp/s) de Lactococcus lactis aislado de cultivos de caña de azúcar, Streptococ​cus salivarius aislado de un fermento comercial y de una mezcla 1:1 de ambas cepas en fermentaciones en discontinuo a escala de laboratorio, utilizando como sustrato caldo MRS (De Man y Sharpe, 1960) adicionado de glucosa.

MATERIALES Y MÉTODOS
Aislamiento de microorganismos. Para aislar ce​pas nativas de interés en la producción de ácido lác​tico, se tomaron muestras de cultivos de caña de azúcar de 12,3 meses de edad, provenientes de la variedad CC85-92 y muestras de jugo de caña de la misma variedad en la hacienda y el ingenio La Caba​ña (Caloto, Cauca). Las muestras en el cultivo fueron tomadas de hojas en el sitio de unión con el tallo (HUT), en la superficie de las hojas (HS), en exuda​dos producidos por el perforador de caña Diatraea saccharalis (EX) y del primero, segundo y tercer ter​cio del tallo de la caña (CPT, CST, CTT). Las mues​tras tomadas en el ingenio provenían de jugo de caña sin adición de cal y sin sulfitar (JCSSSE), de cachaza sin filtrar (CCHSF), de lodos de filtros (LF) y del primer molino de caña (M1). Las muestras se transportaron bajo refrigeración al laboratorio de bio-conversiones de la Universidad del Valle donde fue​ron procesadas.
A cada muestra se le realizó dilución suficiente hasta obtener colonias aisladas utilizando agua pep-tonaal 0,1% y cada una se sembró por duplicado en agar MRS. El mediose esterilizó a 121,1 °Cy su pH se ajustó a 6,0 con ácido sulfúrico. Cuando el medio de cultivo estaba a una temperatura de 50 °C, se adi​cionó azul de anilina 2ml/L. El medio se inoculó con 0,1 ml de cada una de las diluciones (en superficie) y se incubaron a 36 y 45 °C por 48 horas en condicio​nes aeróbicas. Después de realizar los conteos de colonias productoras presuntivas de ácidos orgáni​cos (que asimilaron el azul de anilina), se obtuvo cul​tivo puro de cada una de las morfologías crecidas, mediante repiques en el mismo medio. Una vez se obtuvieron los cultivos puros, se repicaron en un me​dio de cultivo líquido, caldo MRS y se incubaron a las mismas condiciones anotadas arriba. Muestras de los cultivos líquidos puros de 24 horas se centrifuga​ron a 5000 x g por 10 minutos y luego fueron filtrados con filtros millipore HVLPO2500; los sobre​nadantes de las muestras filtradas se inyectaron en un HPLC.
Las cepas productoras de más de 12 gL-1 de ácido láctico, en las condiciones anotadas, se alma​cenaron en caldo MRS con glicerol y fueron someti​das a congelación para conservarlas.
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Para llevar a cabo este estudio, se seleccionó la cepa homofermentativa más productora de ácido láctico.
El Streptococcus salivarius se aisló de un cultivo láctico comercial en caldo MRS y agar MRS a 45 °C, siguiendo el mismo procedimiento de aislamiento descrito para la cepa aislada de cultivos de caña.
Fermentación. Nueve fermentaciones se realizaron en caldo MRS adicionado de glucosa hasta 60 gL-1 aprox. (ver tabla 2, glucosa inicial), a 32 °C, en erlen-meyer de 500 ml con un volumen de trabajo de 250 ml. El pH se ajustó a 6,0 con NaOH 4 M. Las cepas se adaptaron a las condiciones descritas por tres ge​neraciones, antes de iniciar las fermentaciones.
Para todos los casos se utilizó: 10% de inóculo con respecto al volumen, tiempo de fermentación de 48 horas y velocidad de agitación de 120 rpm. Las muestras del caldo de fermentación se tomaron a las 0,2,4,6,8,10,12,24 y 48 horas para determinación de azúcares totales, producción de ácido láctico, producción de otros ácidos orgánicos, etanol, viabili​dad microbiana y biomasa.
Método analítico. Las concentraciones de azúcares y de ácido láctico se midieron por cromatografía lí​quida de alta resolución HPLC (Hitachi L-6000A, in-tegrador D-2500) equipada con una columna Ami-nex HPX 87H, 300 mm, utilizando como fase móvil ácido sulfúrico 0,005 M. La biomasa se calculó a par​tir de datos de densidad óptica a 540 nm utilizando un espectrofotómetro Milton Roy 401. La viabilidad de las cepas se determinó mediante cultivo en placa utilizando agar MRS, pero no se realizó recuento mi​crobiano. El pH se midió con un pHmetro Orion 710a.
El porcentaje de conversión de sustrato (CG) y el rendimiento en producto Yp/s se calcularon me​diante las siguientes expresiones:
Reactivos. Se utilizaron productos grado reactivo (Sigma Chemical Co).

ANÁLISIS EXPERIMENTAL
Para analizar el comportamiento de los microorga​nismos y su mezcla en cuanto a la concentración de ácido láctico (AL), el porcentaje de conversión de glucosa (CG) y el rendimiento (Yp/s) se utilizó una Anova de un solo factor (tipo de microorganismo fer-mentador) con tres categorías y tres réplicas: Lacto​coccus lactis, Streptococcus salivarius y una mezcla 1:1 de ambos microorganismos. Se utilizó la prueba de diferencia significativa honesta de Tukey (DSH) para analizar los valores entre los pares de medias de las variables que mostraron diferencias significativas.
RESULTADOS
En los cultivos de caña de azúcar y en el ingenio azu​carero se aislaron veinte cepas que fueron confirma​das para producción de ácido láctico, de las cuales so​lamente una cepa homofermentativa produjo canti​dades significativas (12,4 gL-1) de ácido láctico a 36 °C y 13,7 gL-1 a 32 °C (sin ajuste de pH y sin agitación); esta cepa, aislada de hojas de plantas de caña de azú​car, se identificó bioquímicamente como Lactococcus lactis subs lactis. De las cepas aisladas de los cultivos de caña de azúcar, ninguna produjo cantidades signifi​cativas de ácido láctico a 45 °C. La tabla 1 muestra los sitios en los cuales se aislaron microorganismos pro​ductores de ácido láctico, la concentración máxima en
Tabla 1. Sitios en las plantaciones de caña
de azúcar y en los ingenios azucareros
en los cuales se aislaron bacterias productoras
de ácido láctico
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gL-1 de ácido láctico obtenida en cada sitio y el modo de fermentación de la glucosa a 36 °C.
Figura 3. Cinética de formación de producto, consumo de sustrato y producción de biomasa para una mezcla 1:1 de Lactococcus lactis y Streptococcus saliva​rius en medio de cultivo glucosado (promedio de tres réplicas).
Las cinéticas de formación de produc​to, consumo de sustrato y producción de biomasa de Lactococcus lactis (aislado de hojas de plantas de caña de azúcar), Strep​tococcus salivarius (aislado de un cultivo láctico comercial) y la mezcla 1:1 de las ce​pas mencionadas, en MRS adicionado de glucosa, pueden observarse en las figuras 1, 2 y 3, y el promedio de tres réplicas de la velocidad específica de crecimiento (m), el rendimiento celular (Yx/s) el rendimiento en producto (Yp/s), y el porcentaje de conver​sión de sustrato, en la tabla 2.
En el análisis de la varianza, el consumo de sustrato, la concentración de ácido láctico y el rendi​miento presentaron un F calculado de 183,56, 91,20
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Figura 1. Cinética de formación de producto, consumo de sustrato y producción de biomasa de Lactococcus lactis en medio de cultivo glucosado (promedio de tres réplicas).
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y 69,80, respectivamente, y los F teóricos para los mismos parámetros cinéticos fueron de 5,14 con un nivel de confianza del 95%. Con estos valores de F y P<0,005, podemos decir que hay diferencias signifi​cativas entre los tres tratamientos para las tres varia​bles de respuesta. En la tabla 3 se pre​senta el Anova para AL. La prueba DSH no mostró diferencias significati​vas entre los pares de medias de las variables de respuesta de las fermen​taciones llevadas a cabo con Strepto​coccus salivarius y las variables de respuesta de la mezcla (a pesar de que AL, CG, Yp/s fueron superiores en la mezcla). Con el análisis de estos re​sultados podemos concluir que a pe-sarde haberse encontrado diferencias significativas en las variables de res​puesta de los tres tratamientos, el uso de la mezcla microbiana no difiere en la conversión de glucosa, la produc​ción de ácido láctico y el rendimiento, comparado con el uso de la cepa úni​ca de Streptococcus salivarius, pero los mismos parámetros evaluados sí difieren entre la mezcla microbiana y Lactococcus lactis.
Referente a la cepa de Lactococcus lactis aislada de hojas de cultivos de caña de azúcar, la concentración sig​nificativa de ácido láctico obtenida en 48 horas de fermentación sin control de pH y sin agitación (13,7 gL-1) y con
DISCUSIÓN
Figura 2. Cinética de formación de producto, consumo de sustrato y producción de biomasa de Streptococcus salivarius en medio de cultivo glucosado (promedio de tres réplicas).
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Tabla 2. Parámetros cinéticos de fermentaciones tipo batch con Lactococcus lactis, Streptococcus salivarius
y una mezcla 1:1 de ambas cepas
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control de pH y agitación (32.36 gL-1), se puede ex​plicar por la adaptación de la cepa a entornos con al​tas concentraciones en sacarosa ya que este mi​croorganismo cuenta con el sistema enzimático para hidrolizar el disacárido y metabolizar luego la gluco​sa por la vía glicolítica (Salminen, 1993).
De otro lado, debido a que no se han publicado resultados de investigaciones donde se hayan traba​jado mezclas de Lactococcus lactis y Streptococcus salivarius, la discusión de los resultados obtenidos en este estudio se realizará a la luz de la información

obtenida de investigaciones en producción de ácido láctico con otras mezclas de cepas láctica y no lácticas.
Dado que no se encontraron diferencias signifi​cativas en la variable de respuesta CG, cuando se utilizó la mezcla microbiana y cuando se utilizó Streptococcus salivarius como cepa única, los resul​tados obtenidos de CG en este estudio podrían com​pararse con los resultados reportados por Wang et al. (2003) quienes encontraron valores del mismo or​den de magnitud (diferencias no significantes) en el
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Tabla 3. Análisis de la varianza para la variable de respuesta concentración de ácido láctico (AL)
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contenido de rafinosa; después de 24 horas de fer​mentación en discontinuo en leche de soya; cuando emplearon una mezcla microbiana (L acidophilus con B. infantis y L. acidophilus con B. longun) com​parada con la cepa única (L acidophilus); igual com​portamiento encontraron cuando emplearon una mezcla de S. thermophilus con B. infantis y S. ther-mophilus con B. longun, contrastado con una cepa pura de S. thermophilus. En cuanto a AL, los mismos autores, con el producto anotado, reportan concen​traciones menores de ácido láctico después de 24 horas de fermentación cuando emplearon mezclas microbianas que cuando emplearon la cepa pura; con L. acidophilus y S. thermophilus solas obtuvie​ron 22,96 y 41,32 mmolL-1de ácido láctico, respecti​vamente, y cuando mezclaron L. acidophilus con B. infantis y B. longun obtuvieron 13,84 y 12,11 mmolL-1 correspondientemente y con S. thermophilus 18,85 y 12,64 mmolL-1 de ácido láctico, para las mismas mezclas anotadas. Estos resultados difieren de los encontrados en este estudio ya que la concentración de ácido láctico fue mayor en la mezcla microbiana comparada con la concentración obtenida con Lac​tococcus lactis y fue del mismo orden de magnitud con respecto a Streptococcus salivarius.
Los resultados de biomasa obtenidos con la mezcla de Lactococcus lactis y Streptococcus sali​varius y los obtenidos con Streptococcus salivarius pueden ser comparables con los de Adamberg et al. (2003) quienes, utilizando una técnica innovativa, pH-auxostat para estudiar el efecto de la temperatu​ra y el pH sobre el crecimiento de bacterias ácido lác​ticas, informan que el crecimiento de una mezcla de L. bulgaricus y S. salivarius en leche fue similar al ob​servado por cada uno de los microorganismos por separado en el mismo sustrato.
A pesar de que la temperatura óptima para el crecimiento de Lactococcus lactis es 37 °C y de Streptococcus salivarius es 45 °C, ambas cepas cre​cieron a 32 °C (figuras1, 2); a esta temperatura Lac​tococcus lactis presenta su máximo crecimiento a las 4 horas de fermentación mientras que Strepto​coccus salivarius muestra su máximo crecimiento a las 10 horas; la mezcla a la misma temperatura pre​sentó su pico máximo de crecimiento en un tiempo intermedio respecto al obtenido con cepas puras (fi​gura 3); estos resultados son afines a los reportados por Schäffer et al. (2004) quienes encontraron que una mezcla de cepas, una mesófila y una prebiótica termotolerante podían crecer bien a 30 °C; la cepa

mesófila presentó su pico máximo a las 6,5 horas, la cepa termotolerante a 4,5 y la mezcla a las 5 horas. Es de anotar que, aunque cada microorganismo pre​senta una temperatura óptima de crecimiento, pue​den crecer en forma no óptima en un amplio rango de temperaturas y esto explica el hecho de que Streptococcus salivrius y Lactococcus lactis lo pue​dan hacer a 32 °C.
La más alta concentración de glucosa residual se obtuvo con Lactococcus lactis 5,5 gL-1, mientras que Streptococcus salivarius y la mezcla de microor​ganismos presentaron residuales del mismo orden de magnitud 2,53 y 2,74 gL-1, respectivamente; Rou-kas y Kotzekidou (1998), en fermentaciones lácticas con Lactobacillus casei, Lactococcus lactis y su mezcla, encuentran también que Lactococcus lactis da la más alta concentración de glucosa residual, mientras que la mezcla de cultivos da la más baja concentración; sin embargo, las concentraciones de ácido láctico obtenidas en este estudio, 47,6 gL-1, con mezcla de cultivo Lactoccous lactis y Strepto​coccus salivarius, son muy superiores a las obteni​das por Roukas y Kotzekidou (1998) quienes en fer​mentaciones en discontinuo obtuvieron un máximo de 24 gL-1 en 24 horas.
Con respecto al aislamiento de la cepa nativa de Lactococcus lactis se puede concluir que, dado que los Lactococcus aislados de material vegetal han sido poco estudiados (Niel, 1999) y que la con​centración de ácido láctico, la conversión de glucosa y el rendimiento en producto obtenidos con esta cepa fueron significativos, es importante evaluar el potencial genético y comercial de este microorganis​mo aislado de cultivos de caña de azúcar, así como el de otras bacterias ácido lácticas adaptadas a sus​tratos diferentes a lactosa.
Con relación a la mezcla microbiana, se puede concluir que la mezcla 1:1 de Lactococcus lactis y Streptococcus salivarius no aumenta la concentra​ción en ácido láctico, la conversión de glucosa, ni los rendimientos en producto y en biomasa comparados con los obtenidos con Streptococcus salivarius. Con los resultados de este trabajo y los obtenidos por los autores citados podemos concluir además que, aun​que las mezclas microbianas se plantean como una alternativa para mejorar los rendimientos en produc​ción de ácido láctico y de muchos otros metabolitos de interés, lograr un sinergismo microbiano suficien​te para optimizar la producción de ácido láctico
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demanda abundante investigación, dadas las dife​rentes condiciones físicas de temperatura, pH, agita​ción, tipo de sustrato y concentración de sustrato ópti​mos para cada especie microbiana.
Por último, se puede concluir que el conoci​miento profundo del metabolismo y la fisiología de bacterias ácido lácticas aisladas de diferentes fuen​tes y de sus mezclas en distintos sustratos de fer​mentación, permitirá en el futuro generar mezclas microbianas cada vez más definidas y reproducibles, lo que constituirá un factor de progreso en la tarea de disminuir los costos de producción de ácido láctico.
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