Articulos

Desarrollo de un proceso biotecnolégico para la produccion de
acido S-lactico a partir de Rhizopus oryzae empleando
estimulantes de biosintesis mediante dos fuentes de carbono de
origen vegetal a nivel de laboratorio

Blasco, Jervis; Silva, Roselin; Alvarado Almarza, Carlos

'Center for Chemical Research (CIQ). Laboratory of Industrial Biotechnology (LABIOT).
Faculty of Engineering. University of Carabobo
) e-mail: claalmarza@gmail.com

Resumen

El acido lactico es uno de los acidos organicos de mayor aplicacion en la industria cosmética,
farmacéutica, alimenticia, entre otras. El objetivo de esta investigacion fue evaluar la produccion de
acido S-lactico empleando estimulantes de biosintesis con dos fuentes de carbono de origen vegetal.
Se realizaron los procesos unitarios y acondicionamiento de la materia prima; se identifico el
microorganismo (R. oryzae) segun sus caracteristicas morfolégicas a nivel microscépico y
macroscopico. Se evalué la produccion de acido lactico empleando medios de cultivo con diferentes
concentraciones de harinas de yuca y batata de 2, 5 y 7%; a diferentes tiempos de fermentacion;
obteniéndose las mayores producciones de acido lactico (27.60 y 26.70 g/L) a concentraciones de
sustratos de (2% batata — 5% yuca) y 5% de harina de yuca a las 22 h, evidenciando la capacidad
amilolitica del microorganismo. Se realizé la identificacion del isémero L del acido lactico a través de
una prueba enzimatica. De forma analoga empleando los estimulantes [deoxicolato de sodio (1 g/L),
glicerol (0.05 g/L), manosa (0.5 g/L)], se obtuvo la mayor produccién de acido S-lactico (16.17 g/L)
con el sustrato (2% batata — 5% yuca) y el estimulante (manosa 0.5 g/L) en 24 h.

Palabras Claves: acido S-lactico, bioprocesos, estimulantes, fuentes de carbono, Rhizopus oryzae

Abstract

Lactic acid is one of the most widely used organic acids in the cosmetic, pharmaceutical, chemical
and food industries, among others. The objective of this research was to evaluate the production of
S-lactic acid using biosynthesis stimulants with two carbon sources of vegetable origin. The unitary
processes and conditioning of the raw material were carried out, followed by the identification of the
microorganism (R. oryzae) by microscopy and macroscopic characteristics. The production of lactic
acid was evaluated using culture media with different concentrations of cassava and sweet potato
flours of 2, 5 and 7%; at different fermentation times; obtaining the highest productions of lactic acid
(27.60 and 26.70 g/L) at substrate concentrations of (2 % sweet potato - 5% cassava) and 5%
cassava flour at 22 h, evidencing the amylolytic capacity of the microorganism. The identification of
the S isomer of lactic acid was carried out through an enzymatic test. Similarly, using the stimulants
[sodium deoxycholate (1 g/L), glycerol (0.05 g/L), mannose (0.5 g/L)], the highest production of S-
lactic acid (16.17 g/L) was obtained with the substrate (2 % sweet potato — 5 % cassava) and the
stimulant (mannose 0.5 g/L) in 24 h.
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Introduccién

La quimica verde surge como una respuesta a
la necesidad de minimizar la contaminacién y
los riesgos ambientales asociados con la
produccion industrial y el uso de productos
quimicos. Se basa en el principio de prevenir
la contaminacion desde el origen, buscando
disefiar procesos quimicos mas eficientes y
menos dafiinos para el medio ambiente y la
salud humana (Miranda et al., 2024). Es por
ello, que esta investigacion esta dirigida en
disefiar un proceso biotecnolégico que sea
beneficioso para el medio ambiente usando un
microorganismo para generar producto de
valor agregado, en este caso, acido S-lactico
partiendo de una fuente de carbono de origen
vegetal.

El acido lactico también conocido como acido
alfa-hidroxipropanoico (acido 2-
hidroxipropanoico), es un compuesto quimico
organico con la formula quimica (C3HsO3) que
existe en dos isdomeros opticos: S y R acido
lactico. Se forma de manera natural como
subproducto de la fermentacion bacteriana del
azucar, el almidén de maiz o el suero lacteo,
asi como en los musculos durante el ejercicio
intenso. ElI isébmero S es producido
naturalmente en el cuerpo humano y es
metabolizado por él, mientras que el isdmero
R es menos comun y puede ser perjudicial
(Garcia et al. 2010).

El 4cido lactico tiene muchas aplicaciones. En
la industria alimentaria y farmacéutica, se
utiliza en anticongelantes, biocidas y plastilina,
y esté presente en la leche, los encurtidos, la
soja fermentada, la cerveza y la carne. En la
industria cosmética es usado por sus
propiedades hidratantes permiten emplearlo
como ingrediente en cosméticos para
conseguir una piel suave, uniforme y firme
para prevenir las arrugas (Aladdim et al.
2015).

Se realiz6 una investigacion experimental de
nivel explicativo, donde se considero: la
evaluaciéon de los sustratos seleccionados
para la producciéon de acido lactico, la
caracterizacion de la materia prima, la
obtencién de las mejores condiciones
experimentales de la fermentacion para la
produccion de acido lactico, la identificacion
del estereocisobmero S del acido lactico, la
produccion de acido S-lactico usando
estimulantes de biosintesis con las mejores
condiciones experimentales de fermentacion,
y la estimacion de los costos de operacién a
nivel de laboratorio. Esto con el fin de poder
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evaluar los rendimientos obtenidos en la
produccion de acido S-lactico a partir del
hongo Rhizopus oryzae empleando
estimulantes de biosintesis mediante dos
fuentes de carbono de origen vegetal a nivel
de laboratorio.

Materiales y métodos

Material biolégico

La cepa del hongo R. oryzae se activo a partir
de muestras congeladas. Para la activacién se
sembré asépticamente el hongo previamente
hidratado en 6 fiolas individuales (Rivera &
Wright, 2020); finalmente, se incubaron a
temperatura ambiente hasta el completo
desarrollo de las colonias a los 5 dias,
(Schaad et al., 2001).

Preparacion del inoculo del hongo R.
oryzae

A partir de la cepa reactivada de R. oryzae se
tomaron colonias del hongo con una edad de
crecimiento de 5 dias, se realizé un raspado
de superficie con la ayuda de un asa de
platino, inoculando el hongo en una solucién
de Tween 80 al 0,1 % en agua
desmineralizada estéril. Posteriormente se
tomaron 3 muestras de una suspension de
esporas del hongo, y se determind Ia
concentracion microbiana en camara de
Neubauer, y finalmente se ajustd a una
concentracion de 108 esporas/mL (Sanchez &
Rosario 2011; Khunnonkwaoa et al., 2012; Gil-
Horan et al., 2008; Guevara et al., 2010).

Proceso de fermentaciéon

Se llevé a cabo una fermentacion inicial con
dos tipos de sustratos: harina de yuca y harina
de batata. Esto con el fin de estudiar el
comportamiento del hongo R. oryzae ante la
presencia de la mezcla dos fuentes de
carbono y frente a cada una individualmente.
El caldo de cultivo estuvo constituido por sales
minerales: sulfato de amonio ((NH4)2S04) 2.5
g/L, fosfato diacido de potasio (KH2PO4) 0.3
g/L, sulfato de zinc heptahidratado
(ZnS04-7H20) 0.02 g/L, sulfato de magnesio
heptahidratado (MgSOa4-7H20) 0.15 g/L; y 500
mL de agua desmineralizada; las
concentraciones de los sustratos fueron: 3, 5
y 7 % g/L harina de yuca; 3, 5y 7 % g/L
(Alvarado & Pavone, 2015). Se realizé una

segunda fermentacién con el fin de escoger

las mejores concentraciones para producir la
mayor cantidad de acido lactico, en este caso
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se manejaron las mismas cantidades de las
concentraciones de las sales, y modificando
las concentraciones de los sustratos y las
mezcla, que fueron ; 2y 5 % g/L harina de
yuca; 2 y 5 % g/L harina de batata; y la
primera mezcla conformada por 2 % de harina
de batata y 5% de harina de yuca; la segunda
mezcla de 5% de harina de batata y 2 % de
harina de yuca.

Las fermentaciones se llevaron a cabo en
biorreactores de 250 mL con 50 mL de caldo
fermentativo por triplicado, mas el in6culo de
R. oryzae, con agitacién orbital a 200 rpm y
temperatura ambiente. Se tomaron muestras
alas 18y 36 h (Tabla 1). Culminado el tiempo
total de fermentacion, se procedié a acidificar
con acido clorhidrico (HCI) 4N y separar la

biomasa producida por el microorganismo a
través de una filtracion por gravedad.

Seguidamente para detener la fermentacion
del caldo obtenido, éste se esterilizd en
autoclave a 10 psi durante de 15 min (Blas &
Dulce, 2024).

La concentracion del acido lactico presente en
las muestras fue determinada a través del
método colorimétrico del cloruro férrico, el cual
consisti¢ inicialmente en la preparacion de una
solucién madre de cloruro férrico (FeClz) al 0.3
%, posteriormente se tomaron 0.05 mL de la
muestra a analizar y se diluyeron en 2 mL de
la soluciéon de cloruro férrico y finalmente se
midié su absorbancia a una longitud de onda
a 390 nm. Las concentraciones de acido
lactico se determinaron mediante una curva
patron de acido lactico a distintas

concentraciones (Alvarado & Pavone, 2015).

Tabla 1. Disefio experimental para la produccion de acido S-lactico.

Factores Niveles Variable de respuesta
3(-1)
Concentracion (g/L) 5(0)
g(:? . Produccién de 4cido S-lctico
Sustrato atata (-1) (g/L)
Yuca (+1)
: 18 h (-1)
Tiempo 36 h (+1)

Identificacion del isébmero S del acido
lactico.

Se identificé el producto final de fermentacion
empleando el método enzimatico
QuantiQuik™ S-Lactic Acid, QQLLAC10, Lot:
BJ11B20 de BioAssay Systems, empleando
una muestra de 0,05 mL. Se transfiri6 una
alicuota de muestra a un tubo de reaccion que
contenia soluciones de la enzima Lactato
deshidrogenasa (LDH), la cual reaccion6
Unicamente con el acido S-lactico formando
una coloracién en la banda de identificacion.
Finalmente, se comparo el color de la banda
con una tabla de referencia de acido S-lactico
proporcionada en el paquete, tal como indica
Saha, et al. (2021), donde al someter una
muestra a la mezcla de NAD* (nicotinamida
adenina dinucledtido) y LDH (lactato
deshidrogenasa), ocurre una serie de
reacciones enzimaticas entre el lactato
(almohadilla de reaccién de la tira) y el NAD*
que cambian el color del agente cromogénico
(formazan) de blanco a purpura en la
almohadilla (Figura 1).
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La interaccion del MTT en presencia de LDH
y NAD* conducen a la formacién de un agente
coloreado de tono purpura que varia en
intensidad segun la concentracion de acido
S-lactico presente en la muestra (Figura 2).

Comparaciéon del rendimiento del acido
lactico con los estimulantes

Después de aplicar el test enzimatico, el cual
detectd la presencia del acido S-lactico, se
seleccionaron las muestras con las mejores
concentraciones, el cual fueron 5 % de harina
de yuca y la mezcla compuesta de 5 % de
harina de yuca 'y 2 % de harina de batata, para
evaluar el efecto de los estimulantes de
biosintesis en el metabolismo del hongo para
la produccion de acido S-lactico. En base de
revision de literaturas se seleccionaron
deoxicolato de sodio 1 g/L, glicerol 0.05 g/L y
manosa 0.5 g/L (Garcia, et al. 2010), dado que
presentaron un mejor efecto en la produccion
del 4cido S. lactico con el R. oryzae. El caldo
de cultivo estuvo constituido por sales
minerales: sulfato de amonio ((NH4)2S04)
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Figura 1. Reaccion enzimatica del agente cromogénico (MTT) en las tiras de deteccion QuantiQuick™ S-Lactic Acid
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Figura 2. Coloracién segun la concentracion del agente cromogénico en la muestra.

2.5 g/L, fosfato diacido de potasio (KH2PO4)
0.3 g/L, sulfato de zinc heptahidratado
(ZnS04-7H20) 0.02 g/L, sulfato de magnesio
heptahidratado (MgSO4-7H20) 0.15 g/L; y 500
mL de agua desmineralizada; las
concentraciones de los sustratos fueron:
mezcla (2 % p/v harina de batata y 5 % p/v
harina de yuca), 5 % p/V harina de yuca; y las
concentraciones de los estimulantes fueron:
deoxicolato de sodio (SDC) 1 g/L, glicerol
(C3Hg03) 0.05 g/L y manosa (CsH1206) 0.5 g/L.
Las fermentaciones se llevaron a cabo en
biorreactores aireados de 250 mL con 50 mL
de caldo fermentativo, mas el in6culo de

R. oryzae con agitacion orbital de 200 rpm a
temperatura ambiente. Se tomaron muestras
alas 20 y 24 h (Tabla 2). Culminado el tiempo
total de fermentacién se procedi6 a acidificar
con acido clorhidrico (HCL) 4N, y separar la
biomasa producida por el microorganismo a
través de wuna filtracibn por gravedad.
Seguidamente para detener la fermentacion
del caldo obtenido, éste se esterilizé en
autoclave a 10 psi durante de 15 min (Blas &
Dulce, 2024).

Se utilizo el método  colorimétrico
anteriormente descrito para determinar la
concentracion de &cido S-lactico de las
fermentaciones.

Tabla 2. Disefio experimental para la produccion de acido S-lactico con estimulantes.

Factores Niveles

Variable de respuesta

Mezcla (-1)

Sustrato Yuca (+1)

Deoxycolato (-1)

Glicerol (-0,33)

Produccién de acido lactico

Estimulante

Manosa (0,33)

(g/L)

Sin estimulante (+1)

20 h (-1)

Tiempo

24 h (+1)
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Resultados y Discusion

Determinacion de acido lactico

El objetivo de esta investigacién fue encontrar
las mejores condiciones de operacién del
proceso que produzca la mayor concentracion
de acido S-lactico y evaluar su produccién con
estimulantes de biosintesis. Para las
fermentaciones realizadas con sustratos de
harina de yuca y batata a concentraciones de
3, 5y 7%, se obtuvieron dos rendimientos de
14.35y 12.22 g/L con 5% de harina de yuca a
las 36 y 18 h respectivamente. Con el resto de
las concentraciones evaluadas de yuca (3y 7
%) y batata (3, 5y 7 %) no se reportaron
concentraciones de acido lactico.

Se puede observar un comportamiento similar
a la investigacion (Alvarado & Pavone, 2015)
donde  obtuvieron  un maximo  de
concentracién de &cido lactico (12.91 g/L) en
un tiempo de 48 h, con la diferencia de que la
presente investigacion llego a obtener una
maxima concentracién de acido lactico (14.35
g/L) en un tiempo de 36 h, es decir, la cantidad
de nutrientes que posee el sustrato harina de
yuca son mayores que los que posee el yare,

27,60
40,00

20,00

0,00

Concentracion de AL (g/L)

5% Yuca)

Lapso de tiempo de 24 h

22 h (2 % Batata - 22 h (5% Yuca)

lo que promueve una mejora en la produccion
de acido lactico en menor tiempo.

En cambio, bajo las concentraciones
estudiadas del sustrato harina de batata se
observa que el hongo R. oryzae no parece
producir acido lactico a las condiciones
estudiadas. En la investigacion (Huang et al.
2005), encontraron que las condiciones
Optimas para la sacarificacion del almidén de
batata y la posterior formacién de acido lactico
mediante el hongo R. oryzae son una
temperatura de 30 °C y un pH de 6.

Un analisis de tiempo realizado a las
condiciones anteriormente descritas demostré
que durante las primeras 7 h de fermentacion,
la actividad del hongo R. oryzae se
encontraba en fase de adaptacion, después
de 22 h la produccion de acido lactico
aumento hasta alcanzar una concentracion
maxima de 27.60 g/L con la mezcla 1 (2 %
harina de batata - 5 % harina de yuca), hasta
terminar la fermentacion en 24 h (Figura 3).
Cabe resaltar que esta concentracion ha sido
la mas alta durante la investigacion.

-

24 h (2 % Batata - 24 h (5% Yuca)
5% Yuca)

Figura 3. Produccién de acido lactico (AL) contra el tiempo con R. oryzae en un lapso de 24 h.

En el diagrama de Pareto (Figura 4) se
observa que el efecto de sustrato y tiempo
poseen efectos positivos a la variable de
respuesta (produccion de acido lactico), es
decir, que ambos contribuyen en el
rendimiento de acido lactico, cabe destacar
que el tiempo es el que produce el mayor
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efecto en el rendimiento de la variable de
respuesta, esto quiere expresar, que excede
el limite del estadistico F que es 3,80
aproximadamente, esto indica que Ila
produccion de acido lactico se ve afectada de
manera positiva (incrementa) con respecto al
aumento del tiempo de fermentacion hasta un
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lapso de 24 h donde se evidencia un maximo.
Para el sustrato evaluado el microorganismo
alcanza su maxima produccion a las 22 h, lo
que es diferente a lo reportado en (Alvarado &
Pavone, 2015) empleando yare como
sustrato. Se podria explicar que la yuca
contiene mas almidones aprovechables por el

hongo y su capacidad amilolitica asi lo
demuestra en su crecimiento. Y con el yare
hay otros componentes. Sin embargo, se
requieren mas estudios con diferentes
concentraciones para evaluar mejor estos
sustratos.

B:Tiempo

'+

—
 m—

A:Sustrato

2 3 4

Efecto estandarizado

Figura 4. Efecto estandarizado del analisis de tiempo en la produccion de acido lactico durante 24 h.

Para seleccionar el estimulante apropiado,
previamente se realizd6 wuna busqueda
bibliografica de investigacion acreditadas en
las revistas cientificas del area, donde se
seleccionaron el glicerol y el deoxicolato de
sodio como estimulantes, fundamentado en
las investigaciones que evidencian las
mayores concentraciones de acido S-lactico
obtenidas en las experimentaciones.
Adicionalmente, se incorporara manosa
tomando en cuenta que es un carbohidrato
simple que puede ser fermentado por este
hongo como lo establece la investigacion
(Garcia et al. 2010).

Después de realizar un primer experimento se
obtuvo los mejores estimulantes (glicerol y
manosa) para realizar un nuevo experimento
evaluando el efecto de las concentraciones de
los estimulantes en la produccién de acido
S-lactico en un tiempo de 24 h. Los resultados
del proceso fermentativo con los estimulantes
de glicerol y manosa en un tiempo de 24 h se
presentan en la Figura 6.

Al comparar estos resultados con los
reportados Serna & Rodriguez (2009), donde
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obtuvieron un rango de concentracion de 24 -
58 g/L de acido S-lactico producido usando el
glicerol como estimulante, muestra
incidencias, dejando la posibilidad de realizar
nuevos experimentos con otras
concentraciones para futuras investigaciones,
y llegar a obtener las condiciones éptimas que
promuevan la actividad amilolitica de la cepa
R. oryzae en la produccion de acido S-lactico.

En el gréfico de interaccion (Figura 7) se
observa que la interaccion sustrato-
estimulantes no son independientes, es decir,
que el estimulante glicerol genera una alta
concentracion con la mezcla (2% harina de
batata-5% harina de yuca) y la harina de yuca
(5 %) y la manosa genera ofra alta
concentracion de acido S-lactico; esto genera
una interseccién entre los sustratos vy
estimulantes, indicando que la modificacién
de las concentraciones se deben hacer en
conjunto para asegurar la maxima produccion
de acido S-lactico.
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20,00

10,00

P g

0,00

Concentracion de AL (g/L)

Sustrato con estimulante
B (2 % Batata-5 % Yuca) mezcla glicerol B 5% yuca glicerol

(2 % Batata -5 % Yuca) mezcla manosa [E5% yuca manosa

Figura 6. Rendimiento de acido lactico de la fermentacion con los estimulantes glicerol y manosa en 24 h.
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Figura 7. Grafico de interaccion de la fermentacion con estimulantes durante 24 h.

Acido lactico
-1.0-0.5
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Acido lactico

1 A Estimulante

Sustrato

Figura 8. Superficie de respuesta estimada de la fermentacion con estimulantes durante 24 h.
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Conclusién

En esta investigacién se evidencio que un medio
de cultivo para el hongo Rhizopus oryzae en la
produccion de acido lactico (AL) constituido por
sustratos agroindustriales, aporta nutrientes
beneficiosos que favorecen su crecimiento y
produccion de acido lactico. Donde la mayor
concentracion obtenida de acido lactico (26.70
g/L) con la harina de yuca (5 %) y la mezcla de
harina (27.60 g/L) como sustrato fue a un tiempo
de 22 h. Usando una prueba enzimatica se
identifico el isdmero S del acido lactico obtenido.
Y los mejores estimulantes (glicerol y manosa) en
la produccion de &acido S-lactico alcanzaron
concentraciones de 14.96 g/L con el sustrato
[harina de yuca (5 %)]; 16.17 g/L con el sustrato
(2 % batata — 5 % yuca) y 5.69 g/L con el sustrato
[harina de yuca (5%)] en 24 h. Hay que destacar
que esta investigacion es pionera en usar la
manosa como estimulante, donde se llegd a
comprobar su efecto positivo en la produccién de
acido S-lactico, representando un gran aporte a
la  comunidad cientifica para  futuras
investigaciones.
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