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ARTICULO DE INVESTIGACION

Evaluacion de la fermentacion del lactosuero acido
(entero y desproteinizado) utilizando Lactobacillus casei

Evaluation of acid whey fermentation (whole and deproteinized)
using Lactobacillus casei

Katia Cury Regino”, Margarita Arteaga Mdrquez™", Guillermo Martinez Flérez™"",

* KKK

» Alba Durango Villadiego

* K KKK

Deivis Lujdn Rhenals

Resumen

El lactosuero acidificado espontaneamente pone en riesgo la salud del consumidor al utilizarlo como acidificante de la
leche usada en la elaboracion del queso tipo mozzarella, y ademas reduce la calidad del producto. El objetivo de esta
investigacion fue evaluar el proceso de fermentacién del lactosuero acido (entero y desproteinizado) con Lactobacillus
casel, utilizando diferentes porcentajes de su inéculo. Se caracterizaron fisicoquimicamente los lactosueros, sometiéndolos
a fermentacion anaerébica a 37°C y 120 rpm por 96 h. Se evalué la concentracion de biomasa celular, el consumo de
lactosa, la produccion de acido lactico (AL) y se estimaron los parametros cinéticos y estequiométricos. Se aplico un disefo
experimental completamente al azar con arreglo factorial 2x3, empleando la metodologia de medidas repetidas. Los datos,
se procesaron a través de los paquetes estadisticos SAS® version 9 y Statgraphics Centurién XVI®. El lactosuero, entero y
desproteinizado, se encontré dentro de los intervalos fisicoquimicos aceptables para su acidificacion. Los valores de acidez
fueron superiores a 120 Grados Dornic (120°D) con la inoculacion de L. casei, excepto en lactosuero desproteinizado,
inoculado con 15% de cultivo. El lactosuero entero con 15% de indculo, alcanzo 120°D en el menor tiempo (34h). Altas
concentraciones de in6culo (15%) favorecieron la acidificacion en el lactosuero entero, mostrando la mayor produccién
(20.83gAL/Il), Y p/s=0.86, Qp=0.173gAL/I*h; mientras el lactosuero desproteinizado mostré un mayor crecimiento micro-
biano, menor conversion de lactosa (8.2%) y menor produccion media de dcido lactico (8.19g/1).

Palabras clave: suero lacteo, acido lactico, queso hilado, parametros cinéticos.

Abstract

The spontaneously acidified whey threatens consumer health and reduces quality of mozzarella cheese. The goal of this
research was to evaluate the acidification process of acid whey (whole and deproteinized) by fermentation with different
inoculum concentrations of Lactobacillus casei. The whey was physicochemically characterized and anaerobically fermen-
ted at 37°C and120 rpm during 96h. Cellular biomass was evaluated, as well as lactose consumption, lactic acid produc-
tion, kinetic and stoichiometric parameters were estimated. A completely randomized design with factorial arrangement
(2x3) was applied by using the repeated measures methodology. Data was processed by using SAS® statistical package,
version 9 and Statgraphics Centurion XVI®. The acidification for the whole and deproteinized whey was found within
the acceptable intervals. Acidification values were above 120 degrees Dornic (120°D) with L. casei inoculation, except in
the deproteinized whey inoculated with 15% of inoculum. The whole whey with 15% of inoculum reached 120°D in the
shortest time (34 hours). High concentrations of inoculum (15%) aided the acidification in whole whey and showed the
highest production (20.83 g LA/I), and p/s=0.86, Qp=0.173 g AL/I*h; on the other hand, the deproteinized whey showed
the highest microbial growth, lowest conversion of lactose (8.2%) and lowest lactic acid production (8.19g/I).

Key words: whey, lactic acid, cheese yarn, kinetic parameters.
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Introduccién

En los procesos de obtencion de queso, caseina o co-
precipitados, se genera lactosuero. Se estima que a partir
de 10 litros de leche de vaca se puede producir de 1 a
2 kg de queso y un promedio de 8 a 9 kg de lactosuero,
lo cual representa cerca del 85 - 90% del volumen de la
leche, que contiene alrededor del 55% de sus nutrien-
tes; es decir que el volumen de lactosuero es aproxima-
damente 7 a 10 veces mayor que el queso producido,
segun su variedad (Liu et al,, 2005; Callejas et al,, 2012).

Actualmente, la produccién de lactosuero se constituye
en un problema ambiental (Parra, 2009); si se conside-
ran los altos volimenes producidos, su vertimiento en
fuentes naturales de agua o en suelos sin haber sido
sometido a tratamiento y sin considerar su caracter con-
taminante, dada la cantidad de nutrientes que posee.
So6lo una parte de lactosuero producido es aprovecha-
do adecuadamente, aproximadamente el 47% de las
115 millones de toneladas de lactosuero producido a
nivel mundial son desechadas al ambiente sin tratamien-
to previo, lo que ademas de ocasionar un gran dafo
ecologico, también representa una pérdida significativa
de recursos (Guerrero et al, 2012). Se estima que, en
términos de composicién y de valor energético, los soli-
dos del lactosuero son comparables a la harina de trigo
(357 Kcal/100 g) (Inda, 2000; Lagua, 2011).

Como consecuencias de su inadecuada disposicion, en
los suelos se produce saturacién de los mismos y en las
aguas, debido a la presencia de alto contenido de nu-
trientes en el lactosuero, se genera un contenido de ma-
teria organica del 40 al 60 g/l de Demanda Bioquimica
de Oxigeno (DBO) y entre 50 y 80 g/l de Demanda Quir-
mica de Oxigeno (DQO) de lactosuero liquido (Kavacik y
Tapaloglu, 2010; Guerrero et al, 2012), siendo la lactosa
el principal componente de los sélidos que contribuye
a la alta DBO y DQO (Ghaly y Kamal, 2004; Mukhopad-
hyay et al, 2005; Koutinas et al, 2009; Almeida et al,
2009; Kavacik y Tapaloglu, 2010, Guerrero et al,, 2012).

Para el ano 2012, Colombia presento una produccién
de 10 millones de kilogramos de queso comercializado,
en los Departamentos de Antioquia y Cundinamarca,
de donde se produjeron aproximadamente 90.000.000
| de lactosuero (Martinez, 2012). En los Departamentos
de Cordoba y Sucre, alrededor del 70% del total de la
produccion lechera se destina a la elaboracién de que-
s0, ya sea artesanal o industrialmente. La fabricaciéon no
estandarizada de quesos constituye un renglén impor-
tante en la economia de muchos pobladores, siendo un
producto de consumo masivo (Gallegos et al, 2007).
Empresas productoras de quesillo o queso tipo mozza-
rella fermentan de manera espontanea el lactosuero por
accion de microorganismos presentes en €él, provenien-
te de la leche cruda o por contaminacion durante el
proceso, esta reaccion es favorecida por los sustratos
que contiene el lactosuero y la temperatura ambiental
(32°C) de la region, pero estas fermentaciones se pro-
ducen de manera no controlada de modo que en algu-

nos casos podrian representar un riesgo para la salud
del consumidor y van en detrimento de la calidad del
producto obtenido; lo conveniente es realizar fermen-
taciones controladas empleando microorganismos y
condiciones adecuadas para garantizar mejoras en el
proceso y en el producto obtenido.

El propdsito de esta investigacion fue evaluar el proceso
de acidificacion de lactosuero acido (entero y desprotei-
nizado) por fermentacién con Lactobacillus casei, para
su utilizacion en elaboracion de quesos de pasta hila-
da, buscando determinar la influencia del tratamiento
aplicado al lactosuero y el porcentaje de indculo adi-
cionado, como alternativa para el aprovechamiento de
los nutrientes que contiene este subproducto, de modo
que sea posible desarrollar una tecnologia que permita
suprimir la fermentacion espontanea del lactosuero, la
que afecta la calidad sanitaria del producto terminado,
y mejorar las caracteristicas organolépticas del mismo;
aprovechando que el empleo de L.casei produce un sa-
bor acido, inhibicion de organismos patégenos, reduc-
cion de contenido de lactosa y formacion de aromas,
entre otros (Parra, 2010).

Metodologia

Localizacion del proyecto. El estudio se realizo en la
Planta Piloto de Operaciones Unitarias de la Univer-
sidad de Sucre, ubicada en la Granja Los Pericos del
Municipio de Sampués - Sucre, Colombia. Los andlisis
fisicoquimicos se desarrollaron en los Laboratorios de
Bromatologia y Bioingenieria, y de Microbiologia de la
Universidad de Sucre, y en el Laboratorio de Control
de Calidad de la empresa Colquesos.

Obtencion de los lactosueros. Los lactosueros utiliza-
dos para el estudio proceden de la elaboracién de
queso tipo Mozzarella (lactosuero acido entero) y a
partir del proceso de obtencién de requeson (lacto-
suero acido desproteinizado), procesos desarrollado
por la empresa Colquesos. Fueron almacenados en
refrigeracion a 4°C para posteriores analisis.

Caracterizacion de los lactosueros utilizados. Los lac-
tosueros se caracterizaron fisicoquimicamente utilizan-
do las técnicas que se describen a continuacion: Acidez
(AOAC 947.05, 2009 adaptado; Jaramillo, 1993), Den-
sidad (AOAC 925.22, 1990), pH (AOAC 981.12, 1990),
Solidos Totales (AOAC 925.105, 1990 adaptado), Pro-
teina (AOAC 920.05, 1990 adaptado), Nitrogeno (AOAC
976.06, 1990), Materia grasa (AOAC 989.04, 1990 adap-
tado, CAA, Tomo I, 13-8, 1989), Cenizas (AOAC 945.05,
1990 adaptado) y Lactosa (AOAC 16051, 1984). Las me-
diciones fueron realizadas en base hdmeda.

Fermentacién

Activacion del microorganismo y mantenimiento
del cultivo

Cepas liofilizadas de Lactobacillus casei ATCC 393°,
fueron activadas segun las instrucciones del inserto. A
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partir de cultivo obtenido, se realizaron repiques perio-
dicos de las cepas en agar MRS®, incubandolas a 37°C
durante dos dias y posteriormente almacenandolas a
4°C (Hujanen y Linko, 1996).

Preparacion del Cultivo Madre. 800 ml de leche en-
tera UHT, fueron calentadados a 37°C e inoculados
con 5-6 azadas del caldo de cultivo de la cepa Lacto-
bacillus casei ATTC 393%®, previamente activado, que
presentaba una turbidez de 0.5 en la escala de McFar-
land, lo cual corresponde a aproximadamente 1 a 2
x 10° UFC/ml; luego se incub6 a 37°C hasta formar
un coagulo transparente y firme; caracteristica tomada
como referencia, considerando que las bacterias acido
lacticas como Lactobacillus casei en productos como
la leche, tienen la capacidad de formar geles (Parra,
2010). Desde la siembra, hasta la formacion del coagu-
lo, se realizaron mediciones de biomasa con Camara
de Neubauer, cada 2 horas y se midio6 la acidez.

Para el control se tomaron 100 ml de leche entera
UHT a 37°C, que fueron incubadas sin la siembra del
microorganismo de modo que se pudiera comprobar
la no existencia de contaminacién por presencia de
otros microorganismos.

Pretratamiento de lactosueros y preparacion del cul-
tivo de adaptacion (Preinoculo). El lactosuero 4cido
entero se sometié a pasteurizaciéon lenta para garanti-
zar el crecimiento del cultivo seleccionado, sin lograr
la desproteinizacion del mismo; posteriormente fue
enfriado hasta 37°C. Para el lactosuero desproteiniza-
do (procedente de un tratamiento térmico severo) no
se consider6 necesario la pasteurizacion.

Se prepar6 un cultivo de adaptacion (Preindculo) para
cada lactosuero, empleando 10% del cultivo madre y
adicionando los lactosueros hasta completar 1000 ml.
No se suplementaron los lactosueros, debido a que se
queria conocer su capacidad como sustrato Ginicamen-
te con su composicién usual (Alvarez y Aguirre, 2008).
Se realizaron mediciones de pH, acidez y recuento
de microorganismos, en intervalos de una hora; se
consideré que los cultivos presentaban condiciones
Optimas para ser inoculados al observar un conteo su-
perior a 108 UFC/ml, momento en el cual se suspendio
la fermentacién mediante una disminucion lenta de la
temperatura a 4°C.

Proceso de fermentacion batch. La fermentacion se lle-
vO a cabo en 6 montajes disefiados siguiendo las especifi-
caciones del fermentador aerobio - anaerobio TECFERM®
2L serie 0204, fabricado por Tecferm y distribuido por
PBM Colombia (2003). Se realizaron 3 repeticiones por
cada batch, se control6 la temperatura a 37°C (Serna y
Rodriguez, 2005b; Aguirre et al, 2009; Escobar et al,
2010; Garcia, 2012), con agitacion a 120 rpm durante
96 h (Lee, 2005; Serna y Rodriguez, 2005 a,b; Serna y
Rodriguez, 2007). No se suministro oxigeno.

Los lactosueros fueron inoculados con cepas del cul-
tivo de Lactobacillus casei, en un 5, 10y 15% (v/v) de
los 700 ml en cada repeticion, bajo condiciones asép-
ticas. Para el control, se sometieron ambos lactosueros
a las mismas condiciones de fermentacion, pero sin la
adicion de microorganismo.

Seguimiento de la fermentacion. Se realizé un segui-
miento de los pardmetros: consumo de sustrato, re-
cuento en placa, acidez desarrollada, contenido de
nitrégeno y proteina y estimacion de parametros ciné-
ticos. Se realizaron mediciones a las 2, 4, 6, 8, 10, 22,
34,46, 58, 72 y 96 horas.

Consumo de sustrato. Para establecer el comporta-
miento en relacién al consumo de sustrato (lactosa), se
tomo como base la curva patron de azdcares reducto-
res, determinada por el método colorimétrico modifi-
cado DNS (acido dinitrosalicilico). La concentracién de
lactosa del medio de cultivo, fue medida por el método
espectrofotométrico a 540 nm (AOAC 16051, 1984;
Serna y Rodriguez, 2005a; Serna y Rodriguez, 2007).

Recuento en placa. Se utiliz6 peptona universal (0.1%
p/v), para realizar diluciones sucesivas de las muestras
inoculadas hasta 102 UFC/ml en proporcién 1:9. Se sem-
bré en profundidad en agar MRS y se incubé a 37°C,
por 72h en condiciones de anaerobiosis. El conteo de
células viables se realiz6 como UFC/ml y se expresé
como unidades logaritmicas (UFC/ml). Para cada sustra-
to en los tiempos de control, el recuento se efectué por
triplicado. Se establecio, a través de preensayos que se
debian realizar diluciones de 107y 10® UFC/ml.

Acidez desarrollada. Fue medida mediante titulacion
seglin AOAC 947.05, 2009, en grados Dornic (°D).To-
mando como referencia la acidez requerida en lacto-
suero a emplear en elaboracion de quesos de pasta
hilada, segin lo reportado por la empresa Colquesos
(minimo 120°D) (informacion primaria; suministrada
por el departamento de calidad de la empresa Colque-
sos, Jaramillo et al., 1993).

Contenido de nitrogeno y proteina. Fue determinado
por el método Kjeldahl (AOAC 976.06, 1995), para lue-
go calcular el porcentaje de proteina.

Estimacion de parametros cinéticos. Se calcularon
los parametros cinéticos Y ‘p/s: Rendimiento del pro-
ducto a partir del sustrato, Y “p/x: rendimiento del pro-
ducto con respecto a la biomasa, Qp: Productividad
volumétrica del acido lactico, Qx: Productividad vo-
lumétrica de biomasa, a través de las variables de res-
puesta: concentraciones de lactosa, recuento en placa
y acidez, en relacion al tiempo de fermentacion para
cada uno de los tratamientos. (Jakymec et al,, 2001;
Garcia, 2012).

Procesamiento y analisis. Se aplicé andlisis de varian-
za ANAVA, pruebas de comparacién de Duncan y po-
linomios ortogonales. Se realizaron andlisis por cada
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tiempo y al final se realizé una regresion para ver el
efecto del tiempo. Como prueba de validacién se apli-
c6 Shapiro-Wilk y la prueba de homogeneidad de va-
rianza de Hartley.

Los parametros estequiométricos y cinéticos fueron
evaluados aplicando un andlisis de varianza (ANOVA)
a los diferentes tratamientos y una prueba de compa-
racion de medias de Duncan a los tratamientos que
mostraron diferencias significativas (p<0.05).

Se aplicé un disefio experimental completamente al
azar con arreglo factorial 2x3, donde el factor 1 fue el
tipo de lactosuero empleado, con 2 niveles (suero acido
entero y suero acido desproteinizado) y el factor 2 fue
la cantidad de in6culo empleado, con 3 niveles 5, 10 y
15%, con tres repeticiones, para un total de 18 unida-
des experimentales. Se evalu6 el consumo de lactosa,
produccion de acido lactico, los parametros cinéticos
y estequiométricos durante las 96 horas de fermenta-
cion. Se emplearon los programas estadisticos STAT-
GRAPHICS® Centurién XVI (Warrenton, Virginia. U.S.A,
2009) y SAS® versién 9 (North Carolina, USA, 2003).

Resultados y Discusién

Caracterizacion del lactosuero. En la tabla 1 se mues-
tran las caracteristicas fisicoquimicas de los lactosue-
ros empleados en la investigacion.

La caracterizacion realizada a los lactosueros coinci-
de con el intervalo de valores reportado para lacto-
suero acido y lactosuero de requeson por Guerrero
et al, (2012). En el suero desproteinizado se observa
una mayor concentracion de acidez que en el ente-
ro, posiblemente causada por el calor al efectuar la
desproteinizacion, al igual que una disminucion en
el contenido de nitrégeno. Los valores de nitrégeno
y proteina para este suero son comparables a los en-
contrados por Urribarri et al. (2004). Los resultados
obtenidos para el lactosuero entero son similares a los
reportados por Monsalve y Gonzélez (2005); Madrid
(1994); Panesar et al. (2007) y Franchi (2010).

El valor del pH en los dos tipos de lactosueros, los de-
fine como sueros acidos (Miranda et al.,, 2009), pudién-
dose considerar medianamente acido al suero entero
y acido al desproteinizado, de acuerdo a lo observado
por Gutiérrez (2006); estudios realizados sefalan que
la mayoria de las bacterias acido lacticas tienen alta to-
lerancia a pH por debajo de 5.0, lo que les da ventaja
competitiva sobre otras bacterias (Hofvendahl y Hahn-
Hagerdal, 2000).

Relacion de la acidificacion con el tipo de lactosue-
ro e indculo. Al evaluar la interaccion entre el tipo de
lactosuero y la concentracion del indculo, se aprecia
una diferencia altamente significativa (p<0,05) en los
tiempos de fermentacion analizados, por lo que influ-
ye en la formacion del acido lactico; observandose un
efecto favorable a mayor concentracion de in6culo y
lactosuero desproteinizado; Obteniéndose con el lac-

tosuero entero y 15% de inoculo, la acidez mas alta
con un promedio de 108°D, en los demds casos se for-
maron dos grupos estadisticamente significativos con-
formados por los tratamientos con lactosuero entero
inoculado con 5 y 10%; lactosuero desproteinizado
inoculado con 5, 10 y 15%. El tratamiento con mayor
acidez se present6 en los lactosueros enteros; el in6-
culo del 15% logré una mayor acidez media en todos
los tratamientos y las concentraciones de 5y 10%, no
mostro diferencias significativas para el porcentaje de
inoculo (p>0,05).

Se observa que el lactosuero entero y las altas con-
centraciones del indculo al inicio de la fermentacion
favorecen una alta acidificacion del medio. Similar a
lo reportado por Aguirre et al. (2009) y Hernandez-Mi-
randa et al. (2007), quienes afirman que el crecimiento
de los Lactobacillus se debe en parte a la composicion
de nutrientes de la materia prima inicial y el nivel de
in6culo utilizado.

Entre los dos tipos de lactosuero, no se presentaron di-
ferencias estadisticamente significativas (p<0,05) en el
valor de la acidez durante las primeras 10h de la fer-
mentacion. Lo cual concuerda con lo reportado por
Machado et al. (2007), quienes establecieron que a
mayores tiempos de fermentacién del suero lacteo se
obtiene mayor cantidad de acido lactico. Sin embargo,
investigaciones Aguirre y colaboradores (2009), sefalan
que la produccion de acido lactico inhibe el desarrollo
de biomasa del L. casei. Para contrarrestar este efecto,
se recomienda la estrategia de cultivo por lote alimen-
tado, la cual consiste en realizar montajes de cultivo en
batch en donde se pueda alimentar continuamente me-
dio nutritivo fresco o alguno de sus componentes.

Para la elaboracién de quesos de pasta hilada, se re-
quiere el uso de lactosuero 4cido con 120°D minimo
(informacién primaria, suministrada por el departamen-
to de calidad de la empresa Colquesos; Jaramillo et al.,
1993). En la figura 1 se muestra el comportamiento
de la acidificacion de los tratamientos con lactosuero
entero y lactosuero desproteinizado inoculado al 5%
y 10% y 15% con L. casel.

En los tratamientos con lactosuero entero inoculados al
5y 10%, el valor de referencia (120°D), se alcanzé a
las 82 y 86h, respectivamente; mientras que con el lac-
tosuero desproteinizado el valor se alcanzé a las 72h y
87h, respectivamente. En el tiempo de 34h, el lactosue-
ro entero inoculado al 15% alcanzé la acidez deseada,
lo cual no se consiguié para el suero desproteinizado
aun completandose las 96h de la fermentacion.

Como sustrato, el lactosuero entero mostro un com-
portamiento que favorece la sintesis de producto,
mientras el lactosuero desproteinizado beneficia el
crecimiento del microorganismo, este comportamien-
to esta acorde con los estudios reportados por Oroz-
co y Solarte (2003), en donde los microorganismos
toman los nutrientes del medio y lo utilizan para llevar
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Tabla 1. Caracteristicas fisicoquimicas de los lactosueros.

Lactosuero desproteinizado (LD) Lactosuero entero (LE)

Ceniza (%) 0,22+0,13 0,4510,26
Lactosa (g/dL) 4,37%0,03 4,12+0,06
Densidad (g/ml) 1,026£0,00 1,029+0,00
Ph 4,8+0,00 5,35+0,00
Acidez (°D) 34,67+0,58 28%0,00

Nitrogeno (N) 0,098+0,00 0,185+0,01
Proteina (%) 0,628+0,02 1,030,15
Grasa (%) DLD 0,3£0,00

ST (%) 5,22+0,11 6,09+0,37
Humedad (%) 94,78+0,11 93,91+0,37

DLD: Debajo del limite de deteccién

a cabo todas sus funciones metabdlicas, una vez que
se verifica el crecimiento de la biomasa se favorece la
biosintesis de un metabolito como producto. En mu-
chos casos el producto de las fermentaciones indus-
triales es la biomasa, pero en la gran mayoria de los
esquemas de produccién son sustancias de alto valor
agregado por fermentacion.

Cinética de crecimiento, consumo de sustrato y
formacion del producto.

En las figuras 2, 3 y 4 se muestra la evolucién en la
formacion de acido lactico, concentracion de lactosa
y recuento de L. casei, durante la fermentacion de los
lactosueros con diferentes porcentajes de inéculos.

Se evidencié que en los medios con 5% de in6culo
(figura 2) al final del periodo de fermentacion (96h) la
concentracion de lactosa fue de 27,7 g/l en el lactosue-
ro entero y 40,1 g/l en el desproteinizado, correspon-
diente a una conversion del 32,8% vy 8,2% de lactosa,
respectivamente. Esto concuerda con lo encontrado
por Serna y Rodriguez (2007), quienes concluyeron
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que la concentracién de azlcares totales muestra un
efecto inverso sobre la concentracion de acido lactico.

El mayor crecimiento fue de 3,08 x 10® UFC/I en el
lactosuero desproteinizado y de 2,88 x 102 UFC/I en el
entero, a las 96h de fermentacion. El comportamiento
del lactosuero desproteinizado al ser empleado como
sustrato, sugiere que en este se encuentran, ademds
de los micronutrientes senalados en la caracterizacion,
factores de crecimiento, aminodcidos y acidos grasos,
considerados esenciales para el crecimiento y la produc-
cion de acido lactico por L.casei. Comportamientos simi-
lares fueron reportados por Serna y Rodriguez (2007).

En los medios inoculados con 10% del cultivo (figu-
ra 3), para el lactosuero entero y desproteinizado, se
logré una conversion de lactosa del 43,6% vy 22,2% vy
una concentracion de dcido lactico 13,9g/l y de 13,7
g/l, respectivamente. Al final de la fermentacién del
lactosuero entero e inoculado con 10%, se observa
una reduccion del crecimiento del microorganismo de
3,16 x 10® UFC/I a las 72h hasta 1,86 x 10® UFC/I a
las 96h; mientras en el lactosuero desproteinizado no
se observo reduccion del crecimiento. Estudios reali-
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Figura 1. Acidificacién con L. casei debido al efecto de lactosuero a) entero y b) desproteinizado, inoculado al B: 5%, A:10%y $: 15%.
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zados por Jakimec et al. (2001) demostraron que los
rendimientos de biomasa disminuyen al aumentar la
concentracion de lactosa, de modo que la mayor con-
centracion de acido lactico se obtiene en suero des-
proteinizado sin adicion de lactosa, evidenciando que
entre mayor es la concentraciéon del sustrato, mayor es
la velocidad de consumo y que la produccién de acido
lactico origina una disminucion del pH en el medio,
lo cual afecta el crecimiento, el consumo y la produc-
cion. Este efecto se presenté con el lactosuero entero,
que muestra mayor produccién de acido, pero menor
crecimiento en términos de biomasa.

Con respecto a los medios inoculados con un 15%
del cultivo (figura 4), durante la fermentacién del lacto-
suero entero, se logré la mayor concentracion final de
acido lactico (20,8 g/l), una conversion de 36,2% de
lactosa y 3,63 x 10® UFC/I de L. casei; caso contrario
en el lactosuero desproteinizado donde se obtuvo la
menor concentracion final de acido lactico (8,1g/1).
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Las figuras 2, 3 y 4 concuerdan con lo reportado en
la tabla 2, donde se observa que los tratamientos con
lactosuero entero obtuvieron las mayores conversio-
nes de lactosa a acido lactico, a las tres concentracio-
nes de in6culo. La menor conversion (8,2%) fue en
el lactosuero desproteinizado e inoculado con 5% de
L. casei y 5,09g/l de acido lactico, mostrando que la
fermentacion se direccioné al desarrollo del L. casei.

La concentracién promedio de Lactobacillus casei fue
de 2,82x10%+0,097 UFC/l a las 96h de fermentacion.
De acuerdo con lo reportado por Garcia (2012) se
confirma que el efecto de la suplementacién favorece
la bioconversion a acido, ya que cuando se suplemen-
t6 con una fuente de nitrégeno se mejoro la velocidad
de bioconversion, duplicandose el acido lactico produ-
cido (De Lima et al., 2009).

En la tabla 2, se presentan los valores medios obte-
nidos de la concentracion de la biomasa de L. casei,
acido lactico y lactosa para los diferentes tratamientos
a través del tiempo de fermentacion. Se observé que

Figura 2. Perfil de fermentacién con L. casei en lactosuero a) entero y b) desproteinizado con 5% de inéculo.
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Figura 3. Perfil de fermentacién con L. casei en lactosuero a)
entero y b) desproteinizado con 10% de inéculo.
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Figura 4. Perfil de fermentacién con L. casei en Lactosuero a)
entero y b) desproteinizado con 15% de indculo.
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el tipo de lactosuero, indculo y la interaccién de es-
tos muestran un efecto significativo (p<0,05) sobre el
crecimiento, el consumo de sustrato, la formacién de
producto y los rendimientos de la fermentacion.

El tratamiento con lactosuero desproteinizado inocula-
do al 5% favorecio el crecimiento del L. casei compara-
do con el lactosuero entero, donde se obtuvo el menor
crecimiento con el inéculo del 10% de cultivo. Respec-
to a la produccion, cabe destacar que el tratamiento
con lactosuero entero y 15% de inéculo, mostré la ma-
yor produccion de acido lactico, mientras que el lacto-
suero desproteinizado con 15% de in6culo presento la
menor. En cuanto al consumo de lactosa, el tratamiento
con lactosuero entero y 10% de indculo, presento el
mayor consumo de lactosa, y el lactosuero desprotei-
nizado con 5% de in6culo evidencio el menor; lo cual
indica que el lactosuero desproteinizado fue un medio
propicio para el desarrollo del microorganismo en lugar
de sintetizar producto, mientras que en el lactosuero
entero el rendimiento del producto con respecto a la
biomasa (Y p/x) fue superior.

Parametros fermentativos. Basado en los datos experi-
mentales de concentracion de lactosa, acido lactico y
recuento de L. casei, los coeficientes estequiométricos
fueron determinados para formacion de producto, con-
sumo de sustrato y biomasa (tabla 3) en cada uno de los
tratamientos, donde los factores de variacién mostraron
un efecto significativo (p<0,05) sobre estos. El rendi-
miento de producto a partir del sustrato (Y p/s) fue mas
estable en los tratamientos con lactosuero entero que
cuando se uso el desproteinizado, y no esta relacionado
directamente con el logro de la acidificacion del medio
al estandar requerido (120°D). El medio con lactosue-
ro entero e inoculado con 15% de cultivo madre logré
la acidificacion a las 34h de fermentacién, contrastado
con el mejor rendimiento Y p/x igual a 80,38.

Los rendimientos obtenidos Y "p/s son superiores a los
reportados por Mirdamadi et al. (2008) quienes encon-
traron rendimientos de 0,47 a 0,33 (g acido lactico / g
lactosa) cuando suplementaron con glucosa, por otro

lado, Plessas et al. (2008) obtuvieron rendimientos de
0,23 (g acido lactico / g lactosa) en lactosuero diluido
y no diluido usando L. helveticus, al igual que a los
obtenidos por Aguirre et al. (2009) en suero de leche
de cabra en un cultivo batch (Yp/s de 0,52 g acido
lactico / g lactosa quienes emplearon suero de leche
de cabra en un cultivo batch y por Garcia (2012) quie-
nempleando lactosuero desproteinizado suplementa-
do con sulfato de amonio y lactosa logro rendimientos
de 0,5306y 0,2488 (g acido lactico / g lactosa).

El maximo rendimiento tedrico de acido lactico pro-
ducido debe ser de 1,05 g Ac. Lactico/g Lactosa, lo
cual en la practica, generalmente no ocurre y se ob-
tienen rendimientos de alrededor un 85% en los me-
jores casos (Serna y Rodriguez, 2005b). Los resultados
de este estudio difieren con lo observado en sustratos
como el lactosuero, dado que en condiciones tedricas
un sustrato puro adicionaria una fuente de vitaminas y
cofactores que son aprovechados en su totalidad, sin
considerar que una parte de estos en la realidad no son
transformados, pues son usados para la realizacién de
las actividades metabdlicas del microorganismo.

Los resultados muestran que altas concentraciones de
inoculo favorecen la acidificacion en el lactosuero en-
tero, mientras que en el lactosuero desproteinizado el
crecimiento microbiano fue mayor y favorecido por la
baja concentracion inicial de inéculo. Varios factores
estimulan el crecimiento y tienen considerable efec-
to sobre la produccién de acido lactico, entre ellos la
mezcla de aminodcidos y péptidos usualmente no solo
estimulan el crecimiento y resultan en velocidades de
crecimiento mucho mas altas (Vasquez, 2008).

La evaluacién de la productividad Q, y Q, evidencié
que el tratamiento con lactosuero entero y 15% de in6-
culo presenté mayor productividad en relacion a la for-
macion de acido lactico, siendo la menor la obtenida en
el lactosuero desproteinizado inoculado con 5% de L.
casel; esto concuerda con el comportamiento mostrado
al evaluar los rendimientos Y “p/s en esta investigacion,
y con lo establecido por Serna y Rodriguez (2005b),

Tabla 2. Medias de Produccién biomasa, 4cido lactico y consumo de lactosa.

Concentracion de Producto Consumo
Tratamientos Biomasa A. Lactico Lactosa
X(UFC/N) P(g/1) S (g/)
1 LE 5 1,18x108+0,009% 8,88+0,12° 13,50+0,63*
2 LE 10 5,28 x107£0,02° 11,210,035 17,96£0,49"
3 LE 15 1,36 x10%+0,03%¢ 16,27+0,12¢ 14,92+0,28°
4 LD 5 1,82 x10%+0,005¢ 5,09+0,087¢ 3,57+0,80¢
5 LD 10 1,36 x10%+0,011¢ 10,50+0,036° 9,69+0,33¢
6 LD 15 9,06 x107+0,049% 4,51+0,07' 7,7240,35¢

LE: lactosuero entero, LD: lactosuero desproteinizado, 5=5% inéculo, 10=10% in6culo, 15=15% indculo. Valores con igual letra, en una misma co-

lumna, no son significativamente diferentes, (a=0,05)

Evaluacién de la fermentacién del lactosuero acido

143



para quienes las cepas que generan altas concentracio-
nes y rendimientos, tienen altas productividades.

Respecto a Qy, se encontré que la mayor productivi-
dad fue obtenida en el lactosuero desproteinizado con
5% de inoculo, y la menor en el tratamiento con lacto-
suero entero inoculado con 10% de L. casei, estos re-
sultados concuerdan con lo establecido por Aguirre et
al. (2009), quienes afirman que dado que el producto
principal del metabolismo de L. casei es el acido lacti-
co, se inhibe el desarrollo de biomasa, recomendando
el uso de la estrategia de cultivo por lote alimentado
para conseguir altas productividades, tanto de bioma-
sa como de producto.

En otra investigacion similar, Urribarri et al. (2004),
evalu6 la produccion de acido lactico a partir de
lactosuero desproteinizado suplementado con ex-
tracto de levadura y peptona tripsica de caseina fer-
mentada en un cultivo continuo con L. helveticus, se
encontré una tasa especifica de crecimiento maxi-
mo de pmax= 0,469 + 0,012/h, un rendimiento real
de Yc= 0,759 + 0,061 kg de biomasa producido/
kg de lactosa consumido para crecimiento, similar
a lo observado en la presente investigacion para el
lactosuero entero con 10% de in6culo. La maxima
concentracién de biomasa y acido lactico fue de 55
y 10,97 kg/m?, siendo la maxima productividad de
biomasa y acido lactico 6,2 y 1,83 kg/m?.h, respecti-
vamente. Estos resultados sugieren el potencial uso
del lactosuero como sustrato para bacterias homo-
lacticas (Urribarri et al., 2004).

Conclusiones

Los parametros fisicoquimicos de los lactosueros ente-
ro y desproteinizado provenientes de la elaboracién de
queso tipo mozzarella y requesén, se encuentran den-

posterior empleo como suero acido en la elaboracién
de nuevos lotes de produccion de este tipo de queso.

La acidificacion del lactosuero en los diferentes trata-
mientos se logré con la inoculacion de L. caseia 37°C,
96h y 120rpm, obteniéndose valores superiores a
120°D, excepto en el lactosuero desproteinizado con
15% de cultivo.

El lactosuero entero inoculado al 15% con L. casei pre-
sent6 el menor tiempo de acidificacién, mayor valor
de Y p/s = 0,86 g/g, al igual que la mayor productivi-
dad (0,173 gAL/Ih). Sin embargo, el mayor crecimiento
del cultivo se experimenté en lactosueros desprotei-
nizados, sin alcanzar el valor de acidificacion deseada
durante el tiempo de fermentacion.
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