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Resumen

La produccién mundial de etanol, genera mas de 100 x 10° litros/dia de vinaza, subproducto
de la fabricacién de bebidas alcohdlicas y bioetanol. Su uso como fertilizante o descarga
indiscriminada en suelos y aguas, contaminan y causan problemas en ecosistemas y am-
bientes naturales. Para minimizar esta situacion, seria pertinente usar la vinaza en procesos
generadores de sustancias de alto valor agregado y apetecibles industrialmente. Este trabaio
reporta la produccion de acido lactico por Enterococcus faecalis ACTT 29212 aclimatada
a crecer en vinaza, complementada con citrato sédico, NaCl, (NHy4), SO4 y Na,HPO4,pHS, 0,
en agitacion, a 25°C, y en anaerobiosis. El contenido inicial de azucares totales (11,23 g/L),
después de 120 h de incubacién, descendi6 a 0,272 g/L (degradacion de 97,6 % ), el acido
lactico incrementd de 0,986 a 5,73 g/L y la biomasa aumentd de 89 x 10° a 464 x 10°UFC/mL.
La productividad fue 0,047 g/Lx h'y el rendimiento respecto al az’ucar fue 52,3%. Palabras
Clave: vinaza, cafia de azucar, acido lactico, Enterococcus faecalis.

Vinasse in the Production of Lactic Acid by Bacterial Fermentation

Abstract

The worldwide production of ethanol generates more than 100 x 10° liters/day of vinasse, a
byproduct from alcoholic beverage and ethanol industries. Its continuous use as fertilizer
and discharges in soils and waters contaminates and causes problems in ecosystems and
natural environments. To reduce this situation, vinasse should be used in processses yielding
high valuable and industrialy desirable products. In this research lactic acid production by
Enterococcus faecalis. ACTT 29212 is reported. The bacteria were acclimated to grow
in a medium containing vinasse, sodium citrate, NaCl, (NHy4), SO4 and Na,HPO,4,pH8.0, at
25°C, on shaking and anaerobiosis. The initial total sugar content (11.23 g/L) descented to
0.272 g/L(97.6% consumption), lactic acid increased from 0.986 to 5.73 g/L and biomass from
89 x 10% to 464 x 105UFC/mL, in 120 h incubations. Lactic acid yielding was 0.047 g/Lxh and
the efficiency of the fermentation on basis of sugar content was 52.3%.

Keywords:vinasse, sugarcane, lactic acid, Enterococcus faecalis.
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Introduccion

El principal subproducto de las empresas destilado-
ras de etanol es la vinaza, efluente liquido prove-
niente usualmente de residuos agricolas fermentados,
presentando altas demandas quimica y bioldgica de
oxigeno (DQO y DBO respectivamente), altas con-
centraciones de carbohidratos, nitrégeno, y fosforo,
coloraciones oscuras, altos valores de sélidos disuel-
tos y pH acidos (Djuvic-Vucovic et al. 2013). Las
elevadas cantidades producidas, estimadas en 10-13
litros de vinaza por litro de etanol hidratado obtenido
(Djuvic-Vucovic et al. 2013; Damaso et al. 2014),
alcanz6 a nivel mundial en el afio 2004 volimenes de
41,000 x 10° litros anuales (Sachez y Cardona, 2005)
y en Venezuela en el afio 2000, en solo dos produc-
toras de ron, se generaron 1,7 X 10° litros (Gémez y
Rodriguez, 2000). Estos elevados volumenes de vina-
za causan problemas de contaminacién y ecolégicos
en ambientes naturales, al ser descargadas en rios, la-
gunas y suelos sin un previo y adecuado tratamiento;
ademads, su almacenamiento y tratamiento previo a su
disposicion definitiva son econdmicamente costosos
(Djuvic-Vukovic et al. 2012). Algunos autores consi-
deran que la utilizacién de residuos organicos, entre
ellos la vinaza, contribuyen a la conservacién de los
recursos naturales al reciclar el carbono y elementos
minerales en la biosfera, pudiendo mejorar los suelos
de cultivo al sustituir el uso de fertilizantes quimi-
cos de potasio y fosforo (Mello-Prado et al. 2013;
Goémez-Toro, 1996). Contrariamente, otros autores
alertan que la descarga indiscriminada y continua de
vinaza al medio ambiente altera la calidad del agua
y suelos mediante la incorporacién de substancias
recalcitrantes, aumento de la salinidad, induccién de
toxicidad i6nica y modificacion de las propiedades
quimicas y fisicoquimicas de los ambientes natura-
les (Djuvic-Vukovic et al. 2012; Christofoletti et al.
2013; Vadival et al. 2014). Por lo tanto es pertinente
establecer las caracteristicas del suelo a ser tratado
y la procedencia de la vinaza, pues su composicion
depende del tipo de suelo, caracteristicas del ferti-
lizante utilizado y de la fuente bioldgica y usar la
vinaza en procesos tecnoldgicos que minimicen las
descargas de este efluente liquido al medio ambiente.
La vinaza se obtiene de diferentes especies vegeta-
les, tales como cafa de azicar (Christofoletti et al.
2013), agave (Espinoza-Escalante et al. 2009), maiz,
cebada, trigo, soya (Karp et al. 2011), yuca (Guna-

wan et al. 2015) y uvas (Salgado et al. 2011), entre
otros materiales. Como reflejo de sus altos valores de
DQO Y DBO, la vinaza contiene una amplia varie-
dad de compuestos quimicos carbonados, entre los
mads comunes se reportan dcido acético, dcido lactico,
glicerol y carbohidratos (Vadival et al. 2014); esta
propiedad ha sido aprovechada para su uso en la fa-
bricacién de compuestos y productos de mayor valor
agregado, tales como dcido acético, fertilizantes, ali-
mentos para animales (Djuvic-Vukovic et al. 2013),
biogds (Espinoza-Escalante et al. 2009), dcido lactico
(Ghaffar et al. 2014). Este dltimo ha sido obtenido
de una gama de sub productos agroindustriales, entre
ellos melasas (Wang et al. 2015; Dumbrepatil et al.
2008; Wee et al. 2004; Nandesana y Kumar, 2008),
vinazas de vino (Salgado et al. 2011), cafia de azticar
(Djuvic-Vukovic et al. 2013; Djuvic-Vukovic et al.
2012, Djuvic-Vukovic et al. 20013a; Christofoletti et
al. 2013) y soya (Karp et al. 2011) o de azucares pu-
rificados, lactosa (Dumbrepatil et al. 2008), glucosa
(Lee et al. 2014; Subramanian et al. 2015), entre otras
fuentes carbonadas, mediante el uso de cepas bacte-
rianas. Bajo estas circunstancias es posible obtener
acido lactico 6pticamente puro, es decir el isdmero
D o el L, de acuerdo a la cepa bacteriana utilizada,
constituyendo esta situaciéon una de las ventajas del
método microbioldgico sobre la sintesis quimica del
acido lactico, en la cual usualmente se produce una
mezcla racémica de ambos estereoisémeros (Dum-
brepatil et al. 2008; Subramanian et al. 2014; Ghaffar
et al. 2014; Meng et al. 2012). Adicionalmente, el
costo de la vinaza es muy bajo en comparacion a los
de los materiales usados en la sintesis quimica del
acido (Dumbrapetil et al. 2008), lo cual constituye un
atractivo econdémico y finalmente, la sintesis quimi-
ca presenta mayores y mas complejos problemas de
contaminacién para el medio ambiente (Nandasana y
Kumar, 2008). El uso de 4cido lactico como materia
prima para la elaboracién de productos quimicos abar-
ca un amplio espectro industrial (Castillo-Martinez
et al. 20131), incluyendo preservadores de alimen-
tos, acidulantes, productos farmacéuticos y textiles,
emulsificantes, sintesis de ésteres, polietilenglicol,
acido acrilico, oxido de propileno y dcido polil4ctico,
fabricacién de prétesis y suturas quirdrgicas (Djuvic-
Vukovic et al 2013a; Karp et al. 2011; Dumbrepatil
et al. 2008) y ha sustituido a la empresa petroquimica
en la sintesis de plasticos (Gunawan et al. 2015). Con-
secuentemente, debido a la muy escasa informacién

FARAUTE Ciens. y Tec., 10(1)2015 25



VINAZA EN LA PRODUCCION DE ACIDO LACTICO MEDIANTE FERMENTACION

BACTERIANA

Oscar Valbuena y col.

publicada sobre la produccién de 4cido lactico a base
de vinaza (Djuvic-Vukovic et al. 2012) e intentando
utilizar un subproducto agricola abundante, de facil
adquisicién y bajo costo, como es la vinaza, en este
trabajo se describe un método microbioldgico para la
produccidn de 4cido lactico, usando el efluente como
substrato fermentable y una cepa de Enterococcus
faecalis ATCC29212. Adicionalmente, el uso de tal
efluente liquido tenderia al menos a minimizar los
efectos negativos de su descarga definitiva al medio
ambiente y el producto obtenido, 4cido l4ctico, podria
constituir la materia prima para multiples actividades
industriales en el &mbito nacional.

Materiales y Métodos

1.1 Material Biolégico

1.1.1-Vinaza: obtenida de una empresa productora
de etanol a partir de caifia de azuicar, ubicada en San
Felipe, estado Yaracuy, Venezuela.

1.1.2-Cepa bacteriana: Enterococcus faecalis, cepa
ACTT29212, suministrada por el Departamento de
Microbiologia, Escuela de Bioanalisis, Facultad de
Ciencias de la Salud, Universidad de Carabobo. Va-
lencia, Venezuela.

1.2-Medios de cultivo.

Caldo nutritivo No.105443 (CN) y agar nutritivo
No0.105450 (AN) fueron adquiridos de Merck; me-
dios de activacién (MA), complementados con vinaza
(MV) y de fermentacién (MF) fueron preparados en
el laboratorio, esterilizdndose a 121 °C, 15 psi du-
rante 15 min. Su composicién y uso se especificara
posteriormente.

1.3-Cultivos bacterianos.

Asadas de un cultivo de E. faecalis, mantenidos en
agar semisdlido, se transfirieron a CN, incubdndose a
37 °C durante 24-48 h, hasta el desarrollo de turbidez.
Seguidamente, el cultivo fue sometido a una etapa de
activacion y otra de aclimatacion a la vinaza, previo
a su uso en el proceso fermentativo. En la etapa de
activacion alicuotas de 1 ml de cultivo en CN se adi-
cionaron a 200 mL. de MA (8 g/L de CN, 1 g/L de
citrato de sodio, 5 g/L de NaCl, 5 g/LL de (NH4)2SO04
y 2,5 g/Lde Na,HPO4, pH 7,0), incubandose a 37 °C
durante 48 h. Para la etapa de aclimatacién se prepa-

raron tres diferentes medios MV, medio SOMV (400
mL de vinaza + 400 mL de MA), medio 70MV (560
mL de vinaza + 240 mL de MA) y medio 100MV
(800 mL de vinaza), los cuales se esterilizaron segin
lo senalado anteriormente. El protocolo de aclima-
tacion consistié en inocular 800 mL de SOMV con
5 mL del cultivo en MA, luego de 24 h de incuba-
cién 5 mL del cultivo en 50MV se transfirieron a
800 mL de 70MYV, incubdndose durante otras 24 h y
finalmente, 5 mL del cultivo 70MV se adicionaron
a 800 mL de 100MV vy se incub6 por 24 h. Todas
las incubaciones se efectuaron a 37 °C y la variacion
de pH, fue usada como indicador de la viabilidad y
actividad metabdlica de la cepa bacteriana. La po-
blacién bacteriana obtenida del cultivo en 100MV
fue utilizada en experimentos en los cuales se evalué
el comportamiento bacteriano en largos periodos de
incubacién en presencia de vinaza; estas experiencias
se efectuaron a 25 °Cy al inicio y 96 h de incubacién
el pH se ajust6 a 8,0 (Castillo-Martinez et al. 2013)
con hidréxido de sodio 20 % p/v, la incubacidén se
efectud durante ocho dias. Diariamente se determiné
el pH con un equipo digital Corning, modelo 240, y
se establecid la variacion de pH.

1.4-Optimizacion del cultivo bacteriano en medios
con vinaza.

Para maximizar la actividad microbiana se procedio a
analizar el comportamiento bacteriano al variar el pH,
la concentracidn de sales del medio y la temperatura,
en incubacioes de 24 h, aplicando un disefio experi-
mental factorial 23. A tal efecto el pH del medio se
ajusté a 7,0 y 8,0; la temperatura a 25 °Cy 37 °Cy
la concentracidn salina baja 1X (citrato de sodio 0,5
g/L, NaCl 2,5 g/L, (NHy)>S04 1,25 g/Ly NayHPOy4
g/L 2,5 g/L) y alta 3X (citrato de sodio 1,5 g/L, NaCl
7,5 g/L, (NH4)2504 3,75 g/L 'y NayHPO4 7,5 g/L).
El disefio factorial incluyd tres evaluaciones indepen-
dientes (replicas), cada una con ocho tratamientos
diferentes, con un total de 24 incubaciones. Las com-
binaciones evaluadas se especifican en la tabla 3. De
nuevo la variacién de pH se asigné a crecimiento y
actividad metabdlica bacteriana. El andlisis de los
datos obtenidos (variacion del pH, ApH)se efectud
mediante el programa estadistico Minitab 16.

1.5-Proceso fermentativo en un fermentador
anaerobico.

Una vez establecidas las condiciones de maxima ac-
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tividad bacteriana se procedid a efectuar la fermen-
tacion de la vinaza en un fermentador anaerébico de
ocho litros de capacidad y 6-7 litros de volumen util
de trabajo. El medio de cultivo conteniendo 6 L de vi-
naza, 3 g de citrato de sodio, 15 g de cloruro de sodio,
15 g de sulfato de amonio y 7,5 g de fosfato disddico,
pH 8,0, fue esterilizado a 121 °C, 15 psi durante 15
min y se adiciondé 600 mL de cultivo de E. faecalis
en 100MV, bajo condiciones de anaerobiosis, 25 °Cy
agitacion constante (300 rpm). El sistema se monito-
reo por cinco dias; diariamente el pH se ajusté a 8,0
por agregado de hidréxido de sodio 20% m/v y se re-
tiraron alicuotas de 200 mL para determinar biomasa
(UFC/mL), azucares totales y dcido l4ctico. El dcido
lactico producido se purificé mediante tratamiento
conCa(OH ), y HSO4 (Nuiiez et al. 2009).

1.6-Métodos analiticos.

Para la determinacion de los pardmetros fisicoquimi-
cos de la vinaza se emplearon los siguientes méto-
dos: demanda quimica de oxigeno (DQO), demanda
bioldgica de oxigeno (DBOsc) y solidos totales,
métodos 5220D, 5210B y 2540B respectivamente
(Clescery et al 1998) y nitrégeno total segin la nor-
ma 1195-80 (24-COVENIN). Los azucares totales
se determinaron por el método de antrona (Rendina,
1974), midiendo la absorbancia a 640nm, la curva de
calibracién obtenida, (Y = 0,022 + 0,01825 X, r =
0,9965), calculada por regresion lineal, se establecid
entre 4 y 40 ug de glucosa y se ensay6 1 mL de una
dilucién 1:1000 del liquido a analizar. El 4cido lactico
se purificé mediante la alcalinizacién con Ca(OH )2 y
posterior acidificacién con H,SO4 (Meng et al. 2012;
Nuiiez et al. 2009). El contenido de 4cido lactico se
estableci6 por adicidon FeCl; 1% m/v a 5 mL de una
dilucién 1:1000 de los liquidos a ser analizados y
determinacion de la absorbancia a 440 nm (Nufiez
et al. 2009). La curva de calibracion, calculada por
regresion lineal (Y =-0,0145 + 0,00452 x, r =0,9978)
incluy6 cantidades de dcido l4ctico de 6 a 60 ug. El
nimero de colonias por mL (UFC/mL) se obtuvo al
sembrar diluciones seriadas del medio de cultivo en
placas de AN y posterior incubacién a 37 °C durante
24-48 h.

Resultados y Discusion

Las caracteristicas fisicoquimicas de la vinaza se de-
tallan en la tabla 1, estableciéndose adicionalmente
los valores mdximos permisibles de acuerdo al decre-
to 883, articulos 10, 12 y 15 y decreto 2635, articulos
49 y 50 de la Republica Bolivariana de Venezuela
(Gacetas Oficiales 5021 y 5243).

Todos los pardmetros determinados superaron los va-
lores permisibles, indicando que este tipo de efluente
no deberia ser descargado al medio ambiente (cuer-
pos de agua incluyendo aguas cloacales y suelos), y
que tratamientos previos antes de su disposicion defi-
nitiva deberian ser ejecutados. La alta DQO (67.000
mg0, /L), indica elevados niveles de moléculas car-
bonadas, las cuales al oxidarse abidticamente reducen
la concentracion de oxigeno disuelto en agua, afec-
tando negativamente la fauna acuatica (peces e in-
vertebrados) produciendo su muerte. Alta DBOs >oc
(21.749 mgO, /L) implica presencia de moléculas
carbonadas resistentes a la biodegradacion y que per-
manecen en los ambientes naturales por tiempos re-
lativamente largos, ejerciendo efectos toxicos sobre
la biota presente en los ambientes implicados. Ele-
vadas cantidades de sélidos totales (0,0567 g/mL)
interfieren con el paso de luz a capas profundas de
los cuerpos de agua, interfiriendo con la fotosintesis
efectuada por organismos autétrofos y disminuyen-
do la concentracién de oxigeno disuelto en el agua,
estableciéndose condiciones andxicas no deseables
para la biota que habita en tales ambientes. Niveles
altos de nitrégeno (0,29 g/L) podrian eutroficar los
cuerpos de agua, produciéndose cantidades excesivas
de plantas acudticas que interfieren con el paso de
luz y por ende con la fotosintesis y adicionalmente
incrementan la DQO. El pH écido (Djuvic-Vucovic et
al. 2013; Djuvic-Vukovic et al. 2013a) ejerce efectos
téxicos particularmente sobre los microorganismos
acudticos. No obstante, el relativo alto valor de la
DQO y el contenido de azucares totales determinados
(14,68 g/L) podria justificar el uso de la vinaza para
obtener productos carbonados de alto valor agrega-
do, tales como el dcido lactico, y consecuentemente
usar un subproducto industrial abundante, que por
sus caracteristicas y cantidades producidas tiende a
contaminar el medio ambiente (Djuvic-Vukovic et al.
2012; Christoletti et al. 2013; Vadival et al. 2014).

Luego de obtener crecimiento de la cepa de E. fae-

FARAUTE Ciens. y Tec., 10(1)2015 27



VINAZA EN LA PRODUCCION DE ACIDO LACTICO MEDIANTE FERMENTACION

BACTERIANA

Oscar Valbuena y col.

Tabla 1. Caracterizacion fisico quimica de la vinaza.

Parametros Valor experimental | Valor permisible
DQO (mg0,/L) 67.000 350
DBO5120C ( mgOz/L) 21.749 60
Sélidos totales (g/L) 56,72 0,16
Nitrégeno total (g/L) 0,29 0,04
Azucares totales (g/L) 14,68 No Aplica
Acidez (pH) 4,30 6,0-9,0

calis en CN, indicado por desarrollo de turbidez, se
procedié a activar la cepa en MA, al determinar la
variacion del pH del medio, de 7,0 baj6 a 5,8. En la
etapa de aclimataciéon el pH de los medios MV se
ajusté6 a 8,0; la actividad bacteriana en estos medios
se manifest6 por cambios de pH, hacia el lado 4cido,
en los dos periodos de cuatro dias de incubacidn. El
cambio en el pH se observé en los tres tipos de me-
dios MV utilizados, pero solamente se reportan los
datos correspondientes al sistema con 100MV (tabla
2).

Tabla 2. Variacién de pH (ApH) en medio
suplementado con vinaza por E. faecalis

Tiempo de cultivo (dias)
1 2 3 4 5 ] 7 8
ApH *diario 21 02 01 0 19 02 02 0
ApHtotala 4y § 24 213
dias de incubacion ) i
*pH tnicial v final del medio 8.0 v 5.6 respectivamente

La variacién de pH se observo a los tiempos iniciales
de incubacioén (1-3 y 5-7 dias) deteniéndose la varia-
cién al cuarto dia de cultivo (dias 4 y 8), lo cual podria
indicar el consumo total del azdcar del medio por las
bacterias o la inhibicién del proceso fermentativo por
altos niveles de acido lactico y valores de pH cerca-
nos a 5 (Djuvic-Vukovic et al. 2013; Djuvic-Vukovic
et al. 2012; Wang et al. 2015; Wee et al. 2004; Nande-
sana et al. 2008; Castillo-Martinez et al. 2013; Meng
et al. 2012). La variacién de pH fue de 2,4 y 2,3 uni-
dades de pH para el primer y segundo periodo de
incubacién respectivamente, observdndose la mayor
variacion al primer y quinto dias de incubacion (2,1 y
1,9 unidades de pH respectivamente), el pH final del
cultivo fue de 5,6. Luego de demostrar el crecimien-
to de E. faecalis a pH 8,0 y por periodos de tiempo
relativamente largos (8dias), se procedié a establecer
las condiciones de cultivo, para maximizar su creci-
miento, mediante un diseflo experimental factorial 23,
evaluando la temperatura de incubacién, el pH del
medio de cultivo y la concentracién salina; de nuevo

la variacion de pH fue el pardmetro respuesta tomado
como indice de actividad fermentativa y crecimiento
bacteriano. Los resultados de tales experiencias se
muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Variacién de pH (ApH) en el disefio
factorial experimental 2° mediada por E. faecalis.

Sistema | Temperatura (°C) | pH inicial | Sales | pH final | ApH*(DE)**
1 25 7,0 Baja 5,76 (£0,21)
2 37 7,0 Baja 5,83 1,17(£ =,15)
3 25 8,0 Baja 5,93 2,07(+0,25)
4 37 3,0 Baja 6,00 2,00 (+0,26)
5 25 7,0 Alta 5,66 1,34(£0,15)
6 37 7,0 Alta 5,70 1,30(£0,10)
7 25 8,0 Alta 6,03 1,97 (£0,21)
8 37 8,0 Alta 5,93 2,07(£0,21)

A pH 7,0 la variacién de pH en los sistemas 1, 2, 5
y 6 se ubicé entre 1,24 y 1,34 unidades de pH con
un valor promedio de 1,26. A pH 8 la respuesta fue
mayor, en los sistemas 3, 4, 7 y 8, la variacion de
pH vario entre 1,97 y 2,07, con un valor promedio de
2,02 unidades de pH, lo cual practicamente duplicé el
valor obtenido a pH 7,0. El andlisis estadistico ANO-
VA para estas experiencias indic6 que el pH inicial
posee influencia significativa (@ < 0,05) sobre las
variaciones de pH en los sistemas; por el contrario
los pardmetros temperatura y concentracién de sales
no presentaron influencias significativas (@ > 0,05)
sobre la respuesta (ApH). Consecuentemente el pH
inicial del cultivo es el factor preponderante en la
actividad fermentativa mediada por la bacteria bajo
las condiciones experimentales utilizadas; resultados
similares han sido reportados al usar Aloe vera para
la produccién de 4cido lactico (Gomez-Gémez et al.
2015). Establecidas estas condiciones se efectud el
proceso fermentativo tal como se indica en Materiales
y Métodos (seccion 2.5). Es importante sefialar que
muchos de los procedimientos que utilizan vinaza o
melaza como materia prima para obtener dcido l4cti-
co complementan los medios de cultivo con extracto
de lavadura (Djuvic-Vukovic et al. 2012; Wee et al.
2004; Lee et al. 2014; Cocks et al. 2013); al respec-
to se ha determinado que entre el 30 y 68 % de los
gastos asociados al cultivo del microorganismo son
imputables al extracto de levadura (Djuvic-Vukovic
et al. 2012; Ghaffar et al. 2014; Cocks et al. 2013;
Salgado et al. 2011), lo cual aumenta los gastos de
produccion de acido lactico. En este trabajo no se
utilizé tal extracto, como lo reportan otros autores
(Djuvic-Vukovic et al. 2012; Dumbrepatil et al. 2008).
Los resultados se presentan en figura 1.
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Figura 1. Variacion de la biomasa (cuadros blancos),
azucares (cuadros negros) y dcido lactico (cuadros
grises) durante la fermentacion de vinasa respecto al
tiempo de incubacion.

La biomasa incrementé de 89 x 10 UFC/mL hasta
464 x 10° UFC/mL; no fue aparente la fase de la-
tencia y el crecimiento fue progresivo alcanzando
el valor mdximo a las 120 h de incubacidn; resulta-
dos similares han sido reportados por otros autores
(Djuvic-Vukovic et al. 2012). La concentracién de
azucar disminuy6 desde 11,23 g/L hasta 0,272 g/l y
la concentracidn de dcido lactico incrementd de 0,986
g/l a5,73 g/L en el mismo periodo de incubacién. La
permanencia de pequeiias cantidades de azicar luego
de largos periodos de incubacién ha sido reportada
por otros laboratorios pudiendo ascender hasta 5-6
g/L (Djuvic- Vukovic et al. 2012). De acuerdo a los
datos obtenidos el consumo de azticar alcanzé niveles
del 97,6 % y el incremento de 4cido lactico fue de
5,8 (5,73/0,986) veces mayor luego de la incubacién,
obteniéndose 4,814 g/L. de 4cido durante el tiempo
de incubacién, y el rendimiento de la conversién de
azucar a acido lactico fue 52,3 % [5,73 x 100/(11,23
— 0,272)]. En el reactor, conteniendo 6,6 L de me-
dio fermentativo, se consumieron 72,32 g de azicar
[(11,23 -0,272) x 6,6], se obtuvieron 37,81 g de 4ci-
do l4ctico (5,73 x 6,6) y la productividad se calculd
en 0,047 g/Lxh (5,73/120). Bajo estas circunstancias
en un reactor de 1000 L, se podrian producir 5,73
Kg de acido lactico y consumir 10,96 Kg de azuca-
res totales. La concentracion de acido lactico (g/L),
productividad (g/Lxh) y rendimiento respecto a con-
tenido de azucares totales (100 x g/g), son bajos al
compararlos con lo reportado por otros laboratorios
cuyos valores oscilaron entre 42-182 g/L, 0,90-5,0

g/Lxh y 56-98 %g/g, respectivamente. Sin embargo
los resultados no son comparables debido a que en
todos los estudios aludidos (Djuvic-Vukovic et al.
2013; Djuvic-Vukovic et al. 2012; Djuvic-Vukovic
et al. 2013a; Subramanian et al. 2015; Ghaffar et
al. 2015; Salgado et al. 2011), el medio de cultivo
conteniendo vinaza, con una concentracién de azu-
cares reductores de 12 g/L. (Djuvic-Vukovic et al.
2013; Djuvic-Vukovic et al. 2012), fue complemen-
tado con altas concentraciones de glucosa, 55-169
g/L, adicionada como sélido o en soluciones al 70 %
m/v (Djuvic-Vukovic et al. 2013a) y en algunos ca-
sos se incluy6 extracto de levadura. Esta situacién
podria indicar que la produccion de dcido lactico en
estos medios proviene en gran proporcion del azicar
exdgeno suministrado al medio y no de lo contenido
en la vinaza. En este estudio, el medio estuvo consti-
tuido por vinaza pura (100MV), al cual se adiciond
0,60 g/L de citrato de sodio, sin adiciones de glucosa
ni de otra fuente carbonada. El bajo rendimiento ge-
neral podria ser justificado por la baja concentracién
de azucares presentes en la vinaza, debido a que la
bacteria debe consumir parte de la fuente carbonada
disponible para satisfacer sus necesidades metabdli-
cas y reproductivas y el remanente seria entonces
utilizado para la produccién de metabolitos secunda-
rios, es decir, dcido lactico. Los resultados reportados
se obtuvieron solo después de aclimatar la cepa de E.
faecalis por un minimo de 11 dias en medios conte-
niendo cantidades crecientes de vinaza. El objetivo
fue utilizar la mayor cantidad de vinaza y producir
un compuesto de elevado valor agregado. Finalmen-
te el incremento en biomasa podria justificar el uso
de la vinaza fermentada como un aditivo con alto
nivel de proteinas destinado a la preparacién de ali-
mentos para animales (Djuvic-Vukovic et al. 2012;
Djuvic-Vukovic et al. 2013a). Como dato adicional,
un estimado de los costos asociados en la adquisicion
de medios de cultivo, sales, hidroxidos y reactivos
para determinar glucosa y 4cido l4ctico en este estu-
dio, no superaron los Bs. 160; el costo de 1 gramo
de 4cido lactico (90 % de pureza), de acuerdo a coti-
zaciones de empresas internacionales dedicadas a la
comercializacién de productos quimicos es de US$
34,
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Conclusiones

Enterococcus faecalis, usando vinaza como fuente
de carbono, consumid 97,6 % de los azucares totales
iniciales, equivalente a 72,32 g, en un reactor de 6-7
litros de capacidad titil de trabajo, produciendo 37,81
g de 4cido lactico en una incubacién de 120 h, a 25
°C, pH 8,0 y en anaerobiosis. El proceso fermentativo
fue altamente dependiente del pH inicial del medio
de cultivo.
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