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RESUMEN: Se estudi6 la produccion de acido lactico (AL) por hidrolisis y fermentacion simultanea de mucilago de
café con Lactobacillus bulgaricus NRRL-B548 en matraces de 500 ml, conteniendo 400 ml de medio, agitados a 110
rpm. El pH del medio fue controlado manualmente entre 5.6 y 6.0 por adicion de NaOH 5M cada 2 horas. La
temperatura fue mantenida en 45°C. El volumen de indculo fue de 10% del volumen de trabajo. Con miras a
optimizar la productividad (P) del AL se ensayaron tres valores de concentracion de indculo (5, 10 y 15 g/l) y tres de
concentracion inicial de azucares reductores totales (ART) (27, 35 y 60 g/l). La mayor concentracion final de AL fue
41 g/1, obtenida con un inéculo de 10 g/l y una concentracion inicial de ART de 60 g/l. La maxima productividad fue
1.44 g/1-h, a las 25 horas de fermentacion, y se obtuvo con un inéculo de 10 g/l y una concentracion inicial de ART
de 60 g/l. Con estas mismas condiciones se obtuvo la maxima productividad al final del proceso (30 h) de 1.39 g/I-h.
El coeficiente de rendimiento maximo (Yps), calculado a las 30 horas de fermentacion, fue de 1.67 g/g,
correspondiente a un indculo de 15 g/l y una concentracion inicial de ART de 60 g/1.

PALABRAS CLAVE: Acido lactico, mucilago, fermentacion, Lactobacillus bulgaricus.

ABSTRACT: It was studied the lactic acid (LA) production by simultaneous hydrolysis and fermentation of coffee
mucilage with Lactobacillus bulgaricus NRRL-B548 in 500 ml vessels with 400 ml of medium, stirred at 110 rpm.
The pH of medium was manually controlled between 5.6 and 6.0 by addition of NaOH 5M each 2 hours.
Temperature was maintained at 45°C. The inoculum volume was 10% of the work volume. In order to optimize the
LA productivity (P) three values of inoculum concentration (5, 10 and 15 g/l) and three initial concentrations of total
reduction sugars (TRS) (27, 35 and 60 g/l) were tested. The maximal final concentration of LA was 41 g/l, obtained
with an inoculum of 10 g/l and initial concentration of TRS of 60 g/l. The maximal productivity was 1.44 g/l-h, after
25 hours of fermentation, and it was obtained with an inoculum of 10 g/l and initial concentration of TRS of 60 g/1.
At these same conditions it was obtained the maximal productivity at the end of the process (30 h) of 1.39 g/l-h. The
maximal yield coefficient (Yps), calculated at 30 h of fermentation, was 1.67 g/g, corresponding to an inoculum of 15
g/l and initial concentration of TRS of 60 g/1.
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1. INTRODUCCION

El acido lactico (AL) es un quimico valioso,
ampliamente usado en las industrias de
alimentos, farmacéutica, de cueros, textil y
cosmética [5,15]. Dada su excelente reactividad,
debido a que tiene tanto un grupo hidroxilo
como uno carboxilo en su estructura, el AL
puede sufrir una serie de conversiones quimicas
en productos potencialmente utiles como 6xido
de propileno, propilén glicol, 2,3-pentane-diona,
ésteres de lactato, alanina y los acidos acrilico,
propionico, acético y piravico [5, 10,11].
Recientemente ha habido un considerable
incremento en la demanda de acido L(+)-lactico
para la produccion de acido polilactico (APL),
un polimero biodegradable cuyas aplicaciones
van desde material para empaque hasta fibras
textiles y aplicaciones biomédicas [2,4,11,18]. El
AL es producido por sintesis quimica o por
fermentacion ~ microbiana  de  diferentes
carbohidratos [10,19]. Su sintesis quimica resulta
siempre en una mezcla racémica de los isdmeros
D- y L-, lo cual es su principal desventaja. Su
produccion fermentativa tiene las ventajas de
utilizar fuentes renovables como sustrato y
producir acido L- ¢ D-lactico opticamente puro,
dependiendo de la cepa seleccionada [10,18]. El
mercado mundial del 4cido lactico esta creciendo
a una tasa anual de 12-15% [17]. Mucho de este
incremento se atribuye a los productos
emergentes APL y al solvente benéfico
ambientalmente etil lactato [16].

Una de las principales dificultades en la
produccion a gran escala del AL es el costo de
las materias primas [15], siendo de interés
encontrar nuevos medios de bajo costo para
mejorar la economia del proceso [4]. El costo de
las materias primas puede representar hasta el
68% del costo total para la produccién de acido
lactico a partir de permeado de suero de leche y
extracto de levadura [12]. El mucilago, un
subproducto del proceso de beneficio del café, es
un residuo utilizable potencialmente en la
fermentacion lactica como sustrato, dada su
composicion  quimica. El mucilago estéd
constituido por una capa gruesa de tejido
esponjoso de 0.4 a 2.0 mm de espesor. Contiene
15% de solidos en la forma de un hidrogel
coloidal insoluble en agua, sin estructura celular;
estos solidos tienen 80% de acidos pécticos y

20% de azacar. El mucilago representa el 22%
en peso del café despulpado y el 13% del peso
del grano maduro y contribuye con el 28% de la
contaminacion generada por el beneficio himedo
tradicional del café, lo que equivale en promedio
a una demanda quimica de oxigeno (DQO) de
120.000 mg/l [14]. La mayoria de azucares
totales del mucilago estan en forma reductora.
Su composicion quimica es: 84.2% agua, 8.9%
proteina, 4.1% azucares reductores, 0.91% acido
péctico y 0.7% ceniza [6].

Hasta la fecha no se ha reportado ninglin estudio
que utilice el mucilago como sustrato para la
produccion de AL por fermentacion. En este
articulo se reportan los resultados obtenidos de la
fermentacion de mucilago con Lactobacillus
bulgaricus NRRL-B548, gentilmente donada por
el Departamento de Agricultura de los Estados
Unidos, bajo distintas condiciones de
concentracion de indculo y concentracion inicial
de sustrato, en proceso discontinuo en matraces
agitados de 500 ml conteniendo 400 ml de
medio.

2 MATERIALES Y METODOS

2.1 Microorganismo Y Preparacion Del
Indculo

Se utilizo la cepa liofilizada NRRL-B548 de
Lactobacillus bulgaricus. La cepa se activo
incubandola a 37°C en medio MRS en
condiciones microaerobias. Los indculos se
prepararon en suero lacteo en polvo (70 g/l)
enriquecido con extracto de levadura como
fuente de nitrégeno, y fueron subcultivados cada
dos dias, hasta tener un volumen de indculo
suficiente con una concentracion de biomasa
entre 40 y 60 g/1.

2.2 Obtencion Y Pretratamiento Del
Mucilago De Café

El mucilago empleado se obtuvo en la
Subestacion El Rosario, granja experimental de
la Federacion Nacional de Cafeteros, localizada
en el municipio de Venecia (Antioquia). Debido
a la alta proporcion de solidos suspendidos
provenientes de los restos de pulpa, endospermo,
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pergamino y otras impurezas con que el
mucilago sale del desmucilaginador mecéanico,
se hace indispensable su filtracion. Los filtrados
fueron recolectados en bolsas plasticas y
esterilizados inmediatamente en autoclave a 15
psig y transportados al laboratorio donde se
conservaron a 4°C hasta ¢l momento de su
utilizacion.

2.3 Hidrolisis Enzimatica

Con el fin de hacerlo mas asimilable por el
microorganismo, el mucilago se sometid a
hidrolisis  enzimatica simultdnea con la
fermentacion. Para ello se empled la pectinasa
comercial Pectinase AT-8XL, la cual hidroliza y
despolimeriza la pectina del mucilago a un pH
de 1 a 7 (6ptimo entre 2.5 y 3.5) y en un
intervalo de temperatura de 37 a 52°C. Analisis
preliminares (datos no mostrados) permitieron
establecer que la hidrolisis y la fermentacion
simultaneas reducen el tiempo de produccion del
acido lactico y que la hidrolisis enzimatica
completa se alcanza aproximadamente a las 6
horas de iniciada la fermentacion.

24 Fermentacion

Se realizaron nueve (9) fermentaciones,
correspondientes a un diseflo experimental
completamente al azar, resultantes de considerar
dos factores (concentracion del inoculo y
concentracion de azlcares reductores totales,
ART) y tres niveles para cada factor, como se
detalla en la Tabla 1.

Tabla 1. Diseflo experimental de las fermentaciones
Table 1. Experimental design of fermentations

Factor Niveles
Concentracion de 5 10 15
in6culo (g/1)

Concentracionde ART |27 35 60
(g/h

Inicialmente se varid la concentracion del
inoculo, manteniendo la concentracion inicial de
azucares reductores totales (ART) en un valor
constante de 35 g/l. Posteriormente se vario la
concentracion inicial de ART manteniendo la del

indculo en el mejor valor establecido en la etapa
anterior. El criterio para determinar los mejores
valores de concentracion de inoculo 'y
concentracion  inicial de ART fue la
productividad de AL.

El medio de cultivo en cada erlenmeyer consistio
de 400 ml de mucilago estéril complementado
con extracto de levadura (10 g/l) como fuente de
nitrégeno, debido a la ausencia de este elemento
en el mucilago. El pH se ajustdé manualmente
entre 5.6 y 6.0 por adicion de NaOH 5M cada 2
horas. La agitacion se mantuvo en 110 rpm
empleando un agitador de accidn rotatoria
acondicionado con una camara de temperatura
controlada. La temperatura se mantuvo en 45°C.
Después de la hora 10 se tomaron muestras de
medio cada 2 h. Las muestras tomadas eran
inmediatamente centrifugadas. El precipitado se
utilizd6 para determinar la concentracion de
biomasa por peso seco y el sobrenadante se
almacen6 para la posterior determinacion de
acido lactico y aztcares reductores.

2.5 Métodos De Analisis

La biomasa se determin6 por el método de peso
seco [13], para lo cual se resuspendio el
precipitado resultante de la centrifugacion de la
muestra, con 10 ml de agua destilada y se
centrifugd nuevamente. Este procedimiento se
realizd tres veces. El precipitado de biomasa
lavado se seco en estufa a 65°C durante 24 horas,
tiempo en que se obtuvo peso constante, y se
peso con precision de 0.1 mg. La determinacion
de los azlcares reductores totales (ART) se hizo
siguiendo el método de Lane-Eynon [1]. El acido
lactico (AL) se determind por colorimetria [1],
para lo cual se utilizd un espectrofotdmetro
marca Spectronic 20 Genesys.

3.  RESULTADOS Y DISCUSION

Considerando que las concentraciones de
sustrato, biomasa y producto tendieron a
estabilizarse después de las 30 horas de
fermentacion, se tomo éste como el tiempo final
de las fermentaciones. En la Tabla 2 se reportan
las producciones, rendimientos y
productividades de AL a las 30 horas (P3), asi
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como las productividades maximas (P.) de
acido lactico de las distintas fermentaciones y el
tiempo en que se alcanzaron las mismas.

Los wvalores reportados en la Tabla 2 son
comparables a algunos valores de concentracion
y productividad maxima (P,,,) reportados en la
literatura para fermentaciones lacticas en proceso
discontinuo utilizando diversos sustratos y
microorganismos, como se observa en la Tabla 3
[71.

La mayor P, fue 1.44 g/I-h y se obtuvo en la
Fermentacion 2, correspondiente a un indculo de
10 g/l y una concentracion inicial de ART de 60
g/l, la mayor utilizada en este estudio. Es de
anotar que la productividad maxima y el
rendimiento de la Fermentacion 9 son bastante
proximos a los de la Fermentacion 2, indicando
que un aumento en la concentracién del inoculo
de 10 a 15 g/l no tiene un efecto significativo
sobre el comportamiento de la fermentacion.
Esto es importante de tener en cuenta en el caso
de procesos a escalas industrial donde una
variacion de concentracion de indculo de 50%
puede corresponder a una variacion significativa
en la cantidad de biomasa inicial.

El mayor rendimiento de sustrato en producto
fue 1.67 g/g obtenido en la Fermentacion 3,
correspondiente a un inoculo de 15 g/l y una
concentracion inicial de ART de 27 g/l. Este
resultado reviste alguna logica si se tiene en
cuenta que ¢ésta fue la fermentaciéon con mayor
concentracion inicial de biomasa y menor
concentracion inicial de sustrato, condiciones
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que llevarian a una alta conversion fraccional de
sustrato en producto.

La maxima concentracion final de AL, 41 g/l,
obtenida en la Fermentacién 2, es mayor a la
reportada utilizando otros sustratos como alfalfa
y, en algunos casos, suero de leche. Otros
estudios reportan concentraciones finales de AL
mayores a las aqui encontradas, pero utilizando
sustratos puros como glucosa Yy sacarosa (ver
Tabla 3), lo cual incrementa sensiblemente el
costo final del AL obtenido.

En la Figura 1 se observa el comportamiento
cinético de la mejor fermentacion (Fermentacion
2), definida como aquella que presento la mayor
productividad En esta figura se observa que la
concentracion de biomasa permanece baja e
incluso empieza a disminuir a las 30 horas,
aunque la concentracion del sustrato atn
permanece alta. Este mismo comportamiento con
respecto a la biomasa se observo en todas las
fermentaciones lo que se explicaria por el efecto
inhibitorio del AL sobre el crecimiento celular,
ampliamente reportado en la literatura [3,8,9].
Este comportamiento muestra la conveniencia de
ir retirando el AL producido del medio a medida
que se va formando, manteniendo de este modo
su concentracion baja reduciendo su efecto
inhibitorio sobre el crecimiento celular e
incrementando la conversion del sustrato en
producto.

Tabla 2. Resultados de las fermentaciones
Table 2. Results of the fermentations

Fermentacion 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Inoculo (g/l) 5 10 15 5 10 15 5 10 15
[ART], (g/h* |36.0]62.2]129.1]|59.5]|273|38.0|25.0 334|584
[ART]; (g/) 16.1 | 348 | 13.5|41.5|14.0 | 13.7|12.0 | 13.5 | 34.5
[AL]: (/1) 278 | 41 |304|31.3(263|34.7|22.5|31.5]| 388
Yps (g/g)** 1.14 | 1.20 | 1.67 | 1.25|1.63 | 1.17 | 1.45| 1.31 | 1.22
P3o (g/l-h) 0.76 | 1.10 | 0.87 | 0.75 | 0.72 | 0.95 | 0.63 | 0.87 | 0.98
Pax (g/1-h) 097|144 | 1.1 |1.321.02]124| 09 |1.14 | 1.39
tinax (D) * % 23 25 12 10 12 21 12 23 27

*Valor determinado experimentalmente en t =0
**Rendimiento de producto con respecto al sustrato.
***Tiempo correspondiente a la productividad maxima en cada fermentacion.



Figura 1. Comportamiento cinético de la fermentacion con inéculo de 10 g/l y [ART], de 60 g/l
Figure 1. Kinetic behavior of the fermentation with inoculum of 10 g/l and [ART], of 60 g/
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Tabla 3. Valores de produccion y productividad de AL para distintos sistemas fermentativos en proceso discontinuo

Table 3. Values of production and productivity of LA to different fermentation systems in batch process [7]

[7]

Organismo Sustrato AL Poax
@) | (glh
Ent. faecium Alfalfa 27
Lb. casei SU No 22 Suero de leche 22
Lb. delbrueckii IFO 3534 Glucosa 83 1.5
Lb. delbrueckii MIX varias cepas Maiz hidroliz. 85
+ cebada

Lb. delbrueckii sp. bulgaricus Suero de leche 44
Lb. delbrueckii sp. bulgaricus Ch H 2217 Suero de leche 115
Lb. delbrueckii sp. bulgaricus NRRL B-548 Lactosa 45 11
Lb. helveticus ATCC 15009 Suero de leche 49 1.3
Lb. helveticus 1.89 Suero de leche 3.1
Lb. rhamnosus ATCC 10863 Sacarosa 77 1.7
Lb. rhamnosus ATCC 10863 Glucosa 80 5.1
Lb. rhamnosus ATCC 10863 Glucosa 38
Lc. lactis 65.1 Glucosa 39
Str. thermophilus Lactosa 40 7.1
Lb. bulgaricus NRRL-B548* Mucilago 41 1.44

* Este estudio
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La Figura 2 muestra el comportamiento de la
productividad (P) de AL con el tiempo, para las
distintas fermentaciones. Se observa claramente
que la Fermentacion 2 no solo es la que presenta
la mayor productividad puntual, a las 23 horas de
fermentacion, sino que es la que presenta
préacticamente la mayor productividad a lo largo
de todo el tiempo de fermentacion. Un

comportamiento muy similar, desde el punto de
vista de las productividades, es el exhibido por la
Fermentacion 9. Sin embargo, Esta tltima difiere
de la Fermentacion 2 en que la concentracion del
inoculo es 50% mayor, hecho que cobra
relevancia a la hora de escalar el proceso debido
a la cantidad inicial de biomasa que habria que
preparar a escala de industrial.

/\,, N

2\ P/

Productividad (g/l-h)

10 12 14 16 18

——F1-=-F2  F3

20

22 24 26 28 30

Tiempo (h)
F4 —«F5 ——F6 ——F7 —F8 F9

Figura 2. Variacion de la productividad (P) del AL con el tiempo para las distintas fermentaciones
Figure 2. Variations of LA productivity (P) with time for the different fermentations

4. CONCLUSIONES

El caracter altamente contaminante del
mucilago, un residuo proveniente del proceso de
beneficio en seco del café, su composicion y
valor comercial practicamente nulo, lo
convierten en un sustrato atractivo para su
aprovechamiento biotecnoldgico. En este estudio
el mucilago mostro ser un sustrato potencial para
la produccion de acido lactico via fermentacion
con hidrolisis enzimatica simultinea. Este
proceso conducido en forma discontinua en
matraces agitados presentd rendimientos y
concentraciones finales de AL comparables a
otros procesos discontinuos reportados en la
literatura con otros microorganismos y otros
sustratos. Los rendimientos y productividades
obtenidos en este estudio, podrian ser mejorados
optimizando otros parametros de operacion
como la agitacion y temperatura del proceso, asi

como empleando estrategias de remocion del AL
del medio en la medida que se va formando, lo
cual reduciria su efecto inhibitorio sobre el
crecimiento celular, aumentando a su vez la
conversion de sustrato en producto, lo que la
productividad del proceso.
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