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PRODUCCION DE ACIDO LACTICO DE
LACTOSUERO SUPLEMENTADO
UTILIZANDO Lactobacillus casei
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RESUMEN

El lactosuero se aprovecho como materia prima para la obtencion de acido
lactico, previa pasteurizacion a 92°C durante 15min y desproteinizacion por
filtracion, mediante la fermentacion batch a 37 °C y pH 6,5 con Lactobacillus
casel durante 21 h. Se estudio el efecto de las variables concentracion inicial
de lactosa y sulfato de amonio como suplementos del lactosuero en la produc-
cién del acido lactico. Se obtuvo una productividad maxima de 1,1 g.L" h'" en
dcido lactico. El coeficiente de rendimiento Yp/s vario de 0,5306 - 0,2488 g. g
T para 47,9 g.L"y 87,729.L" de lactosa inicial. La produccion se asocio con el
crecimiento del L. casei durante sus fases, donde utilizo entre el 84,0 al 77,4%
de lactosa después de 21h de fermentacion.
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ABSTRACT

The whey was used as raw material for production of lactic acid, after pas-
teurization at 92 ° C for 15 min and desproteinization by filtration, through
fermentation batch to 37 ° C and pH 6.5 with Lactobacillus casei for 21
hours. The effect of initial concentration of lactose and sulfate of ammo-
nium as supplements of whey in the production of lactic acid was studied.
We collected a maximum production of 1,1 g. L' h'’of lactic acid. The co-
efficient of performance Yp/s ranged from 0,5306 - 0,2488 g. ' for 47,9
g. L-1 and 87,7 g. L-1 initial lactose. Production was associated with the
growth of L. casei during their stages, where used between the 84,0 to
77,4% lactose after 21 hours of fermentation.

RESUMO

0 soro foi utilizada como matéria-prima para a produgdo de acido
lactico,depois da pasteurizacao a 92 ° C durante 15 min e desproteinizagao
por filtragdo, através de fermentacaoem lotes, a 37 ° C e pH 6,5, comLacto-
bacillus casei durante 21 h. O efeito da variagéo da concentragao inicial de
lactose e sulfato de amonio como suplementos de soro de leitenaprodugao
de acido lactico. Maxima produtividadefoiobtido 1,1 g. L' h*', em &cido lac-
tico. O racio de desempenhoYp/s variou 0,5306-0,2488 g. g a 47,9 g. L
e 87,72 g. L' de lactose inicial. A produgéofoiassociadacom o crescimento
de L. casei durante as suas fases, em que utilizado entre 84,0-77,4% de
lactoseapos 21h de fermentagao.

INTRODUCCION

El lactosuero es un liquido claro de color amarillo verdoso subproduc-
to del procesamiento de leche en la elaboracion de quesos, con una
produccion mundial de 82 millones de Tm[1]. Se ha constituido en el
principal residuo de la industria lactea, donde una parte de éste es usado
para alimentacion animal, y el resto tratado como un desecho vertido
directamente en los cursos de agua naturales. El vertimiento directo del
lactosuero a fuentes de agua, sin un tratamiento previo, genera un proble-
ma de contaminacion ambiental; debido a la materia organica constituida
por 4,8% de lactosa, 0,75% de proteinas y 6,2% de materia seca[1], nu-
trientes valiosos al momento de aprovecharlos como alimento y medio de
cultivo para fermentaciones industriales. La aplicacion de procesos bio-
tecnologicos permite obtener sustancias con interesantes aplicaciones en
la industria de alimentos, quimica y farmacéutica; como es el caso del
acido L(+) lactico cuyo mercado mundial ascendio en el 2006 a 68.000
ton/afio y se espera un crecimiento del 10 al 15% anual.

En Colombia todo el producto se importa y equivale a mil millones de pesos
anuales [2]. La produccion de leche en Colombia, para el ano 2008 fue de
13,3millones de litros [3], de los cuales un 18% se destind a la produc-
cion de quesos y un 9% a leches fermentadas [3],l0 que quiere decir que
la produccion nacional de suero de queso, correspondio a 2,08 millones
de litros [4].En el departamento de Cordoba la produccion industrial de la
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leche y los derivados genero cerca de 300 empleos y
una produccion bruta industrial de $ 109.000 millo-
nes, equivalente al 25% de la produccion lactea de la
region Caribe y al 5,58% del total nacional.

El objetivo de este estudio fue la produccion de acido
lactico a partir de lactosuero utilizando Lactobacillus
casei en cultivo batch, suplementando el medio con
lactosa vy sulfato de amonio como fuente de carbono
y nitrdgeno respectivamente

METODO

Se utilizé lactosuero fresco, de empresas de Giéna-
ga de Oro, Cordoba, Colombia. El Lactosuero fue
pasteurizado a 90°C por 15min y desproteinizado
por filtracion. Se suplement6 con Lactosa y Sulfato
de amonio (Lo:So) 1,28:2,62; 9,38:5; 21,25:8,5;
33,13:11,99 y 41,22:14,37 g L', ajustando el pH
a 6,5 utilizando carbonato de sodio 2,5 Ny adicio-
nando 5 g L' de hexametafosfato para 500 mL de
lactosuero.

Activacion del Lactobacillus casei ATCC 393

Se activo el Lactobacillus casei ATCC 393 en 10 mL
de caldo MRS incubando a 37°C durante 24 h, periodo
después del cual se tomo 1 mL y se agregd a9 mL de
caldo MRS e incubd a 37°C durante 6 h. Del caldo
se tomo 1 mL y se realizaron siembras en profundidad
en Agar MRS y se incubaron a 37°C durante 48 h. Se
realizaron 3 repeticiones en cada etapa.

Adaptacion del microorganismo

Se adaptd inoculando con 10 mL de Lactobacillus ca-
sei activado en 500 mL de lactosuero e incubando a
37°C durante 12 h.

Fermentacion acido lactica

Se llevo a cabo en un Fermentador Tecferm 1 L con
un volumen de trabajo de 500 mL. Se inoculé un
10% del cultivo con el microorganismo adaptado,
garantizando una poblacion minima de 10° UFC
mL". Las condiciones de trabajo fueron a presion
atmosférica, 37 °C y 150 rpm de agitacion mag-
nética. Se monitored la fermentacion durante 21h
a 37°C ajustando el pH a 6,5, determinando con-
centracion de lactosa (g. L") y Lactobacillus casei
(Log UFC mL™).

Métodos de analisis

La determinacion de lactosa se realizo por el método
espectrofotométrico (160.51), el contenido de nitroge-
no se determind por el método de Kijeldahl (976,06),
acido lactico por titulometria (947,05) y pH por poten-
ciometria (973.41) descritos en [5]. La densidad op-
tica (DO) de la biomasa fue medida en un Spectronic
+20 a 610 nm tomando 10 mL de muestra y centrifu-
gando a 6.000 rpm por 15 min. Para relacionar la DO
con la concentracion de biomasa se elabor6 una curva
de calibracion DO vs logUFC.mL'acorde a [6].

Analisis estadistico

Se realizoun disefio completamente al azar con arreglo
factorial completo 22 con 2 niveles 5 g. L-1y 11,99 g.
L-1 de lactosa inicial y 9,38 g. L-1y 33,13 g. L-1 de
sulfato de amonio para un total de 4 tratamientos y 3
repeticiones, a los cuales se aplicd un analisis de va-
rianza para evaluar el efecto combinado de los facto-
res seguido de una prueba de comparacion de medias
de Tukey (p> 0,05)

RESULTADOS
Composicion del lactosuero

La caracterizacion del lactosuero pasteurizado tiene
una composicion en lactosa de 46,5%=+0,02 y la des-
proteinizacion redujo el nitrégeno a 0,154+0,005% N.
El pH del suero (6,2) lo define como un suero dulce y
Se ajusto a 6,5 correspondiente al pH en la fermenta-
cion. Los valores obtenidos estan dentro de los ran-
gos aceptables para suero de leche [7] y es similar al
usado en otros estudios [8, 9, 10, 11, 12].

Los resultados obtenidos a través de un disefo central
compuesto (Cuadro1) muestran un o (1,28 — 41,22)
para el factor concentracion de lactosa.

Fermentacion del lactosuero

El cuadro 2 muestra los tratamientos evaluados para
producir acido lactico a partir de lactosuero suple-
mentado y los valores medios de produccion de acido
lactico (P), concentracion de L. casei (N) y consumo
de lactosa (%) a las 21 horas de fermentacion. En
el andlisis de varianza, los resultados muestran que
la suplementacion con sulfato de amonio es estadisti-
camente significativos (p<0,05), mientras la variable



Biotecnologia en el Sector Agropecuario y Agroindustrial
Vol 11 No.1 (136 -143) Enero - Junio 2013

139
=

Cuadro 1. Variables de estudio y sus niveles

Variable de i .
. iveles experimentales
estudio
-al -1 0 +1 +a
Lactosa (L) | 1,28 | 9,38 | 21,25 | 33,13 | 41,22
Sulfato de
Amonio (SA) 2,62 5 8,5 11,99 | 14,37

lactosa no es significativo su efecto sobre la produc-
cion de &cido lactico. Estos resultados muestran que
L. casei fue capaz de producir acido lactico al suple-
mentar con lactosa y sulfato de amonio. El tratamiento
2 presentd la mayor produccion de &cido lactico, con
una suplementacion de 5 g. L' de sulfato de amonio y
9,38 g. L de lactosa para una produccion de 21,46 g.
L' de &cido lactico.

La produccion mas baja de acido lactico en el trata-
miento 4 (13,76 g. L") fue obtenida con una concen-
tracion de 11,99 g. L' de sulfato de amonio y 79,63 g.
L' de lactosainicial.

El crecimiento del L. casei en el cultivo estuvo direc-
tamente relacionado con la concentracion de lactosa;
es decir, el mayor crecimiento de 8,39 log UFC.mL"
se obtuvo a 87,72 g. L-1 de lactosa (Lo), aunque
fue la menor conversion de ésta, lo cual sugiere una
mayor predisposicion del medio para el crecimiento
del L. casei que para la formacion de dcido lactico.
En consecuencia, los resultados obtenidos confirman
el efecto de la suplementacion con sulfato de amonio
y su balance con la lactosa sobre la bioconversion
a 4cido lactico; tal como lo muestran los estudios
cuando al suplementar con una fuente de nitrégeno
se mejoro la velocidad de bioconversion y se duplicd
el acido lactico producido [13, 14, 15]. Entre los trata-

Cuadro 2. Produccion de é&cido lactico a partir del lactosuero suplementado

mientos 1y 5 se encuentra |a variacion maxima y mi-
nimo de rendimiento (Yp/s) mostrando una reduccion
del 53,1%, asociado a la maxima (8,39 logUFC. mL")
y minima (5,42 log UFC. mL") concentracion de bio-
masa. Esto confirma la influencia que tiene el balance
de nutrientes del medio en la tendencia a producir bio-
masa o convertirlos preferentemente en acido lactico.
El rendimiento de &cido lactico (Yp/s) decrece con el
aumento de la concentracion de lactosa. [16] repor-
taron rendimientos de 0,47 a 0,33 (g &cido lactico /
g lactosa) cuando suplementaron con glucosa, [17]
encontraron valores de rendimiento de 0,15 y 0,23
en lactosuero diluido (36 g. L") y no diluido (52 g.
L") respectivamente, usando L. helveticus. Por otro
lado,[18]alcanzaron rendimientos Y, de 0,36 LogU-
FC. g" de L. casei y Y, de 0,52 g. g en suero de
leche de cabra en un cultivo batch con un consumo
de lactosa de 28,36 g. L''después de 40 h de fermen-
tacion. Los resultados muestran la asociacion exis-
tente entre la produccion de biomasa y de acido lacti-
c0; ademas, de que altas concentraciones de lactosa
no favorecen directamente el crecimiento microbiano
0 la formacion de producto. El nivel de significancia
(p<0,05) de la interaccion entre la concentracion de
lactosa y sulfato de amonio se explica por el balance
que favorece la produccion de acido lactico (Figura
1a). El efecto mixto senala que las mejores produccio-
nes se obtienen a niveles bajos de sulfato de amonio y
a niveles altos se requiere mayor suplementacion con
lactosa inicial; sin embargo, altas concentraciones
de nitrogeno en el medio no favorecen la produccion
de acido lactico. De esto se deduce que se requieren
condiciones de un medio de crecimiento balanceado
tal como lo sugiere [19]; como una regla general de
nutrientes de carbono: nitrdgeno: fosforo de 100:10:1
(10 g. L' carbono y 1 g. L™nitr6geno), relacion queen
el estudio se da a concentraciones altas de sulfato de
amonio y lactosa.

Suplemento
. So L Lo P N Consumo Yx/s
Tratamientos | o 1) | (LY | L") | (g.L") | (logUFC.mL") | Lactosa (%) (IogU)I(!C.g") Yo/s
1 062 | 127 | 470 | 1789ab | 542a 87,5 02552 | 0,530a
2 5 | 938 | 5588 | 2146b 732b 87,4 0218b | 0,451b
3 85 | 2125 | 67,75 | 17.87ab | 7.61¢ 84,0 0173¢ | 0328¢
4 11,99 | 3313 | 79,63 | 1376a | 7.62¢ 79,1 0168d | 0,278d
5 14,37 | 41,22 | 87,72 | 20,86 b 8,39 d 77,4 0156¢ | 0,248 ¢
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Figura 1. Produccion de 4cido lactico
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En cuanto a la produccion de biomasa hay un efecto
significativo (p<0,05) de la lactosa y no del sulfato de
amonio o la interaccion de estas (Figura 1b). No se
observa diferencias altas en el rango de concentracio-
nes evaluadas, pero si un incremento de la concentra-
cion de biomasa con el aumento de la concentracion
inicial de lactosa.

En términos generales, se deduce que las relaciones
superiores a 10:1 permitieron lograr producciones al-
tas de 4cido lactico y que a concentraciones bajas de
nitrogeno se obtienen buenos resultados a las concen-
traciones de lactosa suplementada en el estudio.

Figura 2. Fermentacion en concentracion de lactosa

Teniendo en cuenta que el incremento de lactosa fa-
vorecio la produccion de biomasa y de acido lactico
debido a la asociacion del metabolito con el microor-
ganismo mas que al balance de nutrientes en el medio.

La produccion de &cido lactico empezo a partir de las
4 h (Figura 2) y se mantuvo en aumento hasta alcanzar
22,05 g. L de &cido lactico, 7,68 log UFC. mL" de L.
casei y un consumo de 87,4% de lactosa a las 21 h
de fermentacion.

El estudio realizado por [17], encontraron que a concen-
traciones iniciales de lactosa de 36 g. L' y 52 g. L''se
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alcanz6 un azdcar residual de 8,5 g. L'y 7,5 g. L'utili-
zando L. helveticus y cuando usaron L. bulgaricus un
residual de 11,5 g. L'y 19,4 g. L'respectivamente. [20]
obtuvieron producciones de acido lactico de 13,1, 17,2
y 19,1 g. L' a temperaturas de 32, 37 y 43°C respecti-
vamente, utilizando 50 g. L" de lactosa en un medio su-
plementado con minerales y 5 g de extracto de levadura.

Este incremento esta asociado al consumo de lactosa
y se observa que a medida que aumenta la concen-
tracion celular el cido lactico va alcanzando mayo-
res concentraciones, mostrando un comportamiento
tipico de este tipo de metabolito primario asociado al
crecimiento microbiano.

Un patron similar se observo para la produccion de
acido lactico a partir de lactosuero [6]; glucosa [21];
melaza [22]; mucilago de café [23]; suero de leche de
cabra [18].Las concentraciones de biomasa y &cido
lactico se estabilizaron a las 21 horas de fermentacion
batch, tiempo en el cual se alcanzaron las productivida-
des maximas (Qp) de 4cido lactico en cada tratamiento.
La productividad es incremental durante las primeras 12
h de la fermentacion, a partir de la cual se presenta una
meseta hasta las 21 h (Figura 3). La maxima producti-
vidad fue de 1,058 g. L"h' y se obtuvo en el lactosuero
suplementado con lactosa: sulfato de amonio inicial de
47,9:2,62 g. L'y 55,88:5,0 g. L', en los tratamientos
3, 4y 5 la productividad fue de 0,89 g. L"h", 0,83 g. L
h7, 0,804 g. L' h' respectivamente.

Las mejores productividades se obtienen a niveles
bajos de sulfato de amonio y lactosa, siendo el tra-

tamiento 2 el que presenta la maxima produccion de
acido lactico y productividad, con una reduccion de
la productividad a medida que aumenta la concen-
tracion de los suplementos; de tal forma, que altas
concentraciones de nitrogeno en el medio no favo-
recen la velocidad de produccion de &cido lactico,
confirmando que el balance de nutrimentos en el
lactosuero suplementado favorece la velocidad de
formacion del acido lactico. La suplementacion con
una fuente de nitrogeno (extracto de levadura, pepto-
na o licor de maiz (CSL) mejora la productividad con
respecto al lactosuero no suplementado (Cuadro 3).
En este estudio al suplementar con sulfato de amonio
de 2,62 a 14,37 g. L' se alcanzaron productividades
de0,8a1,1g.L"h"resultando buenas considerando
el costo que representa el extracto de levadura en la
produccion industrial.

En el cuadro 3 se reportan las concentraciones
y productividades de 4cido lactico (Qp) en cultivo
por carga para las condiciones que se considera-
ron adecuadas para el crecimiento del microorga-
nismo en este y otros estudios. Puede observarse
que la productividad de acido lactico es compara-
ble con los medios que usan lactosuero diluido o
suplementado con la fuente de carbono [16, 17],
siendo superior de tal forma que la suplementacion
con una fuente de nitrogeno en importante para au-
mentar la produccion. Medios suplementados con
extracto de levadura y minerales favorece una ma-
yor productividad dado su importancia como fuente
de nutrimentos completa a diferencia del sulfato de
amonio que aporta nitrogeno.

Figura 3. Acido lactico a las 21h fermentacion para tratamientose: 1; m: 2;a: 3; @: 4; +: 5
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Cuadro 3. Productividad de acido lactico en diferentes condiciones de fermentacion, en sistema batch

. . . Suplemento . .| Acido Lacti- Qp
Medio Microorganismo (0.L) Condicion oo (g.L") | (g. L. h7) Fuente
Lactosuero Lb. helviticus R211 EL N.R 66 1,4 [8]
Lb. casei NRRL EL:50 o
Lactosuero B-441 MnS0,.H.0 pH 5,5 37°C 1,87 [24]
" E.L.. 20; pep- o
Desproteinizado | = he"ggﬁ‘gs ATCC | iona tripsica ﬁHO(‘;Sr’gnf()?ﬁ 13,02 217 7]
de caseina: 10 pm,
. 0,375FC
. Lb. casei subsp. CSL: 20, pH 4,8-5,0 '
.

50 g.L" Lactosuero | . oi'ATCC 39392 | Glucosa: 80 | 42°C 180rpm 852255 y [16]
Diluido 36 gLt | -0-NEMCUS VLD 1 yiino | 37°C 150mm | 4,1y39 1 047y016  [17]
' bulgaricus ' ' ’ ’

Lb. helviticus y Lb. .
B 0,
52 g.L" Lactosa bulgaricus Ninguno 37°C 150rpm | 10,1y 9,6 | 0,21y0,2 [17]
-1
g.L" Lactosa Sulfatolde 1058
47,9 AMONIO | 376 150rpm 1058
55,88 Lb. casei ATCC 393 2,62 N~ X Este estudio
pH inicial 6,5 0,89
67,75 5 0.83
79,63 8,5 ’

E.L. Extracto de Levadura; CSL: CornSteepLicuor; B: Batch; F-B: FedBatch; C: Continuo; FC: células libres; IC: células inmovilizadas.

CONCLUSIONES

El lactosuero es una materia prima favorable para produ-
cir acido lactico mediante el proceso de fermentacion por
Lactobacillus casei alas condiciones de 37°C y pH 6,5.

Las mejores producciones se obtienen a niveles ba-
jos de sulfato de amonio, y a niveles altos se requiere
mayor suplementacion con lactosa inicial; sin embar-
go, altas concentraciones de nitrégeno en el medio no
favorecen la produccion de acido lactico. El L. casei
crecio con un alto rendimiento en dcido lactico, que
se redujo al incrementarse la concentracion inicial de
lactosa (fuente de carbono) y de sulfato de amonio
(fuente de nitrogeno) en el medio; de tal forma, que
el lactosuero requiere una mayor suplementacion con
fuentes de nitrogeno que de carbono.
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