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Resumen

El lacto suero de leche de caprino es un subproduc-
to de bajo valor econdémico, concebido en Colombia
como un desecho industrial y con impacto ambiental
para los ecosistemas-DBO 60,000 ppm y DQO de
80,000 ppm), de alli que en este trabajo se caracte-
rizd el suero, y se evalud la pertinencia de la cepa
Lactobacillus helveticus (LH) 0- 0,91 para la produc-
cion de acido lactico a partir de lacto suero de leche
de caprino enriquecido con tres nutrientes; variables
que se estudiaron siguiendo un disefio greco latino.
Para tal efecto, se llevaron a cabo 16 cinéticas en un
biofermentador intermitente conteniendo 250 mililitros
de lacto suero de leche de caprino en donde la mayor
produccion de &cido lactico-17.72 gramos por litro se
logra después de las 50 horas para el medio que con-
tiene extracto de levadura 2,5 %, riboflavina 0,6 % y
sulfato de amonio 0,45 % operando el biofermentador
a 42 °C. Se concluyé que ademas de producir acido
lactico, el LH es una alternativa para evitar la contami-
nacion de ecosistemas puesto que generaria un valor
agregado a la agroindustria quesera.

Palabras clave: leche de caprino, lactosuero, Lac-
tobacillus helveticus, medio de cultivo, acido lactico.

Summary

Goat milk whey is a byproduct of low economic
value, and is perceived within Colombia as indus-
trial waste with a negative environmental impact
on ecosystems (BOD and COD of 60,000 ppm and
80,000 ppm respectively). Therefore this paper
seeks to characterize this whey, and evaluate the
effectiveness of the Lactobacillus Helveticus (LH)
strain from 0 to 0.91 for the production of lactic acid
from whey goat milk enriched with three nutrients.
The variables studied follow a Greco-Latin model.
To this effect, 16 kinetics were conducted in an in-
termittent bio-fermenter containing 250 milliliters
of goat milk whey wherein the highest production
of lactic acid, 17.72 grams per liter, is achieved af-
ter 50 hours for a medium containing 2.5% yeast,
0.6% riboflavin, 0.45% ammonium sulfate, and the
bio-fermenter operating at 42 ° C. The study con-
cludes that apart from producing lactic acid, LH is
an alternative towards avoiding contamination of
ecosystems in as much as it would generate an
added value to the cheese industry.

Keywords: goat milk, whey, Lactobacillus helveti-

cus, culture medium, lactic acid.
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Introduccion

El lactosuero de leche de caprino (LSLC) es el
liquido resultante de la elaboracién de cuaja-
da o queso, al separarse la caseina y la grasa
durante la coagulacion (alrededor del 85-90 %
del volumen de leche utilizada). Esta constitui-
do aproximadamente por un 93 % de agua, 5 %
de lactosa y menos del 1 % de proteina, de las
cuales la mitad son proteinas de alto valor nu-
tricional como son albuminas, globulinas y pro-
teasa-peptona, 0,7 % de minerales, con mayor
contenido de sodio, potasio, magnesio, cloruroy
fosfato. Contiene también las vitaminas hidroso-
lubles de la leche, la mas importante es la ribo-
flavina, también posee pequenas cantidades de
grasa y acido lactico (AL) y su pH se encuentra
entre 5-6 (Altiok, 2004).

Actualmente el suero tiene poca aplicabilidad in-
dustrial, los excedentes se convierten en un pro-
ducto contaminante- (DBO) muy alto, de 40000 a
60000 ppm y una demanda quimica de oxigeno
(DQO) de 50000 a 80000 ppm (Jin et al., 2005).
Mas del 90 % de esas demandas se deben a
la transformacion de la lactosa (Ocampo et al.,
2000). De alli que la busqueda de alternativas
para el aprovechamiento de este efluente se con-
vierte en necesidad nacional. Una de las alternati-
vas es la obtencién de &cido lactico (AL) (Rojan et
al., 2006). El AL es de amplio uso en la industria;
debido a sus caracteristicas se utiliza en la indus-
tria alimentaria (en bebidas y como conservante),
en farmacia, medicina, textiles, en la industria del
cuero y para la produccion de plasticos biodegra-
dables (Lederberg, 1992).

El Food Chemical Codex en 1996 especifica el
uso del AL en alimentos con una pureza del 88
%. El AL se puede obtener por sintesis quimica
o por via fermentativa (Goksungur et al., 1999).

Una de las principales dificultades en la produc-
cidn a gran escala del AL es el costo de las ma-
terias primas, siendo de interés encontrar nuevos
medios de bajo costo para mejorar la economia
del proceso (Rojan et al., 2006). Los microorga-
nismos productores de AL pertenecen a las fami-
lias Streptococcaceae (géneros Streptococcus,
Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Ae-
robacter y Gemella) y Lactobacillaceae (género
Lactobacillus), (Ben Amor et al., 2007, Foo et al.,
1993, citados en Estela et al.,, 2007). La familia
Lactobacillaceae y, en especial, los del género
Lactobacillus (L. bulgaricus, L. helveticus, L. de-
Ibruekii L.), son anaerobias facultativas (no pre-
sentan crecimiento superficial o este es escaso),
no poseen catalasa, no reducen el nitrato. Su
metabolismo es fermentativo, cerca del 50 % de
su producto final es acido lactico, su temperatura
Optima de crecimiento esta entre 30-40 °C, en
un rango aceptable entre 26 y 46 °C, a un pH
de 4.5-7.2 y es un microorganismo no patégeno
(Alais, 1970), razdn por la cual fueron selecciona-
das para este trabajo.

Trabajos pioneros reportan la obtencion de
40,78 g/L acido lactico en 48 horas de fermen-
tacion (Fu & Mathews, 1999). Akerberg v(1998)
utilizando como sustrato harina integral hidroli-
zada adicionada de glucosa pura reporta con-
centraciones de acido lactico de 50 g/L con Lac-
tococcus lactis y Lactobacillus casei. Boonme
et al. (2003), lograron producir (uniformizar el
tiempo en todo el trabajo) acido lactico en un
medio comercial M17 modificado con lactosa
pura y obtuvo concentraciones de 80 g/L de &ci-
do lactico y rendimientos de producto de 0,93
g/g. Sin embargo, la principal desventaja de la
produccion por la via fermentativa es el alto cos-
to que ocasionan su aislamiento y purificacion
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(Estela et al., 2007). Por esta razon, las investi-
gaciones se han enfocado en la disminucion del
costo de produccién de AL con células libres y/o
inmovilizadas (Betancur et al., 2003), incremen-
tar la pureza 6ptica del acido lactico y en la bus-
queda de mezclas que faciliten su produccion.

De lo anteriormente expuesto, el presente inves-
tigacién tuvo como objetivo demostrar que la via-
bilidad del Lactobacillus helveticus para producir
acido lactico a partir de suero de leche de caprino
puede ser substancialmente incrementada por la
adicion de nutrientes.

Materiales y métodos

Materiales: Lacto suero de leche de caprino des-
proteinizado, esterilizado y enfriado a 121°C y 4°C
respectivamente ademas el suero de leche de ca-
prino se filtré al vacio.

Microorganismo: Lactobacillus helveticus 0-0.91,
cepa liofilizada, producida por la Technical Sheet,
activada en tubos de vidrio con 10 ml de leche
UHT a una temperatura de 42 °C durante 48 horas
en un medio microaerofilico-recipiente cerrado sin
oxigeno presente.

Nutrientes: extracto de levadura, sulfato de amo-
nio y vitamina B, combinacién de estos correspon-
den a los tratamientos: T, a T, , respectivamente.
Disefio experimental: se planted un disefio de
cuadro greco latino 4x4 (los factores tienen el
mismo numero de niveles y no se presentan in-
teracciones entre ellos). El disefio consistid en
agrupar las unidades experimentales en dos di-
recciones (filas y columnas) y asignar los trata-

mientos al azar en las unidades, en una forma
tal que en cada fila y en cada columna estén to-
dos los tratamientos (Montgomery et al., 2008).
El total de unidades experimentales es igual al
cuadrado del numero de tratamientos. Para 4
tratamientos se requiere 16 unidades. Cuatro
temperaturas de fermentacion 37 °C, 42 °C, 48
°C y 53 °C y cuatro concentraciones de cada
uno de los cuatro nutrientes.

Andlisis a realizar: pH del medio y concentracion
de acido lactico (determinacién de acidez titulable
bajo la NTC 4978 de 2001).

Variables de respuesta: Concentracion en acido
lactico (g/L)-absorbancia.

Los coeficientes de rendimiento y la productividad
volumétrica fueron determinados en el estado de
equilibrio, este ultimo se establecié cuando los
valores evaluados (concentracion de acido lac-
tico, pH) no se modificaron significativamente al
realizar dos determinaciones consecutivas.

Analisis estadistico

Se llevo a cabo un anadlisis de varianza (ANOVA)
de una via, y analisis de comparaciéon mdultiple
(Test de Tukey), para comparar la incidencia de
los medios sobre el crecimiento del L. helveticus y
la produccién de AL.

Metodologia

Se siguieron las siguientes etapas:

a. Caracterizacion bromatoldgica de la leche de
caprino y el suero de caprino: (Tabla 1).
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Tabla 1. Caracterizacion bromatoldgica de la leche caprina y el suero de caprino

Analisis realizado LG EEl e

Suero de leche

Suero de leche
caprina-nacional Juarez

nacional caprina-nacional y col.,1991
Cenizas (%) 0,94 0,45 0,69 - 0,89
Solidos totales (%) 16,3 747 11,70 - 15,21
Gravedad especifica (g/cc) 1,033 1,026
Densidad (g/cc) 1,034 1,003
indice de acidez (° D) 16°D 18°D
Contenido de caseina (%) 2,85 0,89
pH 6,72 6,38 6,41 - 6,70
Contenido de grasa (%) 4.7 0,51 3,00 - 6,63
Proteina (%) 4,61 1,18 2,90 - 4,60
Lactosa (%) 3,80-512

b. Filtrado del suero al vacio.

c. Preparaciéon del inoculo y multiplicacion del
Lactobacillus helveticus. Este se multiplico en
cajas de Petri con PDA a una temperatura con-
trolada de 42 °C y durante 5 dias. De las cajas
se tomd una colonia, se sembrd en tubos incli-
nados con PDA (estando el sistema a una tem-
peratura controlada de 42 °C) y por 15 minutos
acorde con los Laboratorios Merck S. A).

d. Siembra bajo condiciones de esterilidad por el
método de agotamiento o estria, para lo cual
las cajas de Petri se introdujeron en un recip-
iente-medio anaerobio, se incubd el conjunto
durante 48 horas a una temperatura de 42 °C.

Para realizar una evaluacion visual, se sembr¢ el
microorganismo activo en agar Man Rogosa Shar-
pe (MRS), medio selectivo para Lactobacillus que
posee todos los minerales y compuestos requeri-
dos por esta especie: Figura 1.

Figura 1. Colonias de Lactobacillus helveticus.
Fuente: Plata et al. (2008).

Las variables estudiadas para la cepa fueron: tem-
peratura de incubacion, medios de cultivo y pH
inicial del medio de cultivo. Para el estudio de la
temperatura de incubacién se ensayaron diferen-
tes valores (37, 42, 48 y 53 °C) dentro del intervalo
Optimo de crecimiento de Lactobacillus helveticus
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segun se describe en la literatura (Ocampo et al.,
2000, Urribarri, 2004) y para el pH los siguientes
valores iniciales: 5; 5,6; 7; 8; 9 y 10.

Preparados los sustratos se envasaron en erlenme-
yers de 500 mL, con un volumen de trabajo de 250
mL y se sometieron a esterilizacion por 10 min a 121
°C. Cuando los sustratos se encontraban a tempera-
tura de 30 °C aproximadamente, se inocularon con
la cepa de Lactobacillus helveticus, la cual antes de
la inoculacidon se adaptd a los diferentes sustratos
por tres generaciones en un volumen de 10 mL; en
todos los casos se utilizé 10% de inéculo respecto

Los tratamientos consistieron en un sustrato
basico-lacto suero caprino, mas un suplemento
de vitaminas y minerales-extracto de levadura,
riboflavina y sulfato de amonio, respectivamen-
te. Se elaboraron dieciséis medios de cultivo
con diferente composicion (Tabla 2). Los datos
se analizaron mediante anadlisis de varianza para
tres factores con efectos fijos. Las diferencias
entre los pares de medias de las variables que
mostraron diferencias significativas se analizaron
mediante la prueba de diferencia significativa de
Tukey. El disefo se analizé con un nivel de con-
fianza del 95%.

con el volumen de trabajo (Serna et al., 2007).

Tabla 2. Condiciones experimentales del proceso para la obtencion de AL

Corrida Temperatura Riboflavina Extracto Sulfato
experimental °C % de levadura % de amonio %
1 37 0 0 0

2 42 0,2 0 0,15
3 48 0,4 0 0,3
4 53 0,6 0 0,45

5 37 0 1,5 0

6 42 0,2 1,5 0,15
7 48 0,4 1,5 0,3
8 53 0,6 1,5 0,45
9 37 0 2,5 0

10 42 0,2 2,5 0,15
11 48 0,4 2,5 0,3
12 53 0,6 2,5 0,45
13 37 0 3,5 0

14 42 0,2 3,5 0,15
15 48 0,4 3,5 0,3
16 53 0,6 3,5 0,45




Revista de Investigacion Agraria y Ambiental — Volumen 3 Numero 2 — julio-diciembre 2012 — ISSN 2145-6097

Resultados y Discusion

Caracterizacion del suero de leche de cabra
entero y descremado.

Se presentan los resultados de la caracterizacion
bromatoldgica del suero de leche de cabra utiliza-
do (Tabla 1).

Los valores observados se encontraron en los
rangos tipicos de calidad del suero de leche de
vaca, segun la Juaiez, et al. (1991). De acuerdo
con estos resultados, el suero de leche de cabra
entero tiene una relacién proteina/carbohidratos
ligeramente menor a 0.5. Esta es una relacion
comparativamente alta. La norma mencionada
acepta, para el caso de suero de leche de cabra,
relaciones minimas de proteina/carbohidratos del
orden de 0.2.

Propagacion del inéculo
de Lactobacillus helveticus

La tincién de Gram y la observacion en el micros-
copio electronico permitié observar la morfologia,
confirmar la pureza del cultivo y la evaluacion vi-

sual de las colonias de Lactobacillus helveticus
las cuales son redondas, lisas y de color blanco
cremoso (Figura 1).

Produccion de AL

Durante el proceso fermentativo, en las primeras
doce horas se produjo el 35 % de la cantidad total
de AL, después de este tiempo la produccién se
vio afectada por el crecimiento del microorganis-
mo y el bajo consumo del sustrato, logrando es-
tabilizarse a las 48 horas de fermentacion a una
produccion total de (18 g/L). (Figura 2).

El medio 1-solo LSLC tardd 8 horas mas que los
medios enriquecidos para lograr el maximo valor
AL, y no hubo diferencia estadisticamente significa-
tiva entre los andlisis de ambos medios (Figura 2).

El analisis de varianza para las tres variables
independientes, concentracion de extracto de
levadura (A), concentracion de riboflavina (B) y
concentracion de sulfato de aluminio (C), no mos-
traron significancia P < 0,05 para la produccion
de AL-(Tabla 3).

Tabla 3. Andlisis de varianza para las variables intervinientes en la produccion de AL a partir de LSLC.

Cuadrados medios =

FC=Cuadrados

Fuentes Grados Suma F
L, . Scuadrados/Grados med/Cuadrados F

de Variacion de Libertad de Cuadrados de Libertad medios del error " o002

Temperatura (°C) 3 90,2722688 30,0907563 20,2460082 9,28 15,44

Extracto de 3 19,3515188 6,45050625 4,3401037

Levadura-A (%)

Riboflavina-B (%) 3 29,1255188 9,70850625 6,53218868

Sulfato de 3 29,1255188 9,70850625 6,53218868

amonio-C (%)

Error 3 4,45876875 1,48625625

Total 15 172,333594 57,4445313
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El LSLC es un subproducto de muy bajo valor
econdémico, concebido en general en Colombia
como un desecho industrial (inclusive con un alto
potencial de impacto ambiental). Los resultados
presentados documentan la factibilidad para la
produccion de AL.

Para la temperatura de proceso la F_ (20,25) >

F, 0 9,28, entonces se acepta la hipotesis alterna,

la temperatura es fuente de variacién para la res-
puesta, comprobada experimentalmente pues la
concentracién de acido lactico obtenida en los en-
sayos realizados a 48 °C es menor que la concen-
tracién obtenida en los ensayos realizados a 38 °C
y 42 °C respectivamente, entonces, la temperatu-
ra Optima como se comprobé en este trabajo- es
de 42 °C, acorde con lo reportado por Ocampo et
al., 2000 y Urribarri, 2004 (Tabla 3).

20,00
j)
® 18,00
S 16,00 -
g 14,00 cpnamallll —— 1acido lactico g/L
'g 12,00
< s ——S5acido lactico g/L
o 10,00 Ty ——
ha 8,00
c ’ » - » -
=] ~— 9 3cido lactico g/L
E 6,00
£ 4,00 fan )
z 13 3cido lacteo
8 2,00 ¢ g/l

0,00
0 20 40 60
Tiempo (horas)

Figura 2. Evolucién de los perfiles de concentracion de &cido lactico
en las condiciones experimentales 1, 5, 9 y 13 detalladas en la Tabla 2
para este proceso por lotes. Fuente: Plata et al. (2008).

Como la F_ (4.34) menor que F_ ., 9,28, entonces
se acepta Ho, el extracto de levadura no es fuente
de variacion para la respuesta (Tabla 3).

Los ensayos que contienen un mayor porcen-
taje de extracto de levadura son los que ge-
neran una mayor produccion de AL, lo que
permite concluir que dicho componente tiene

mayor incidencia que el sulfato de amonio y la
riboflavina, sin desmeritar la funcidén de estos
ultimos para enriquecer el medio para la pro-
duccion de AL.

Para la riboflavina la F_ (6,53) menor que F_,,
9,28, entonces se acepta Ho, la riboflavina no es
fuente de variacion para la respuesta (Tabla 3).
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Figura 3. Evolucidon de los perfiles de concentracion de AL en las condiciones
de experimentales 1, 5, 9 y 13 detalladas en la tabla 2 para este proceso por lotes.

Como la Fo (6.53) menor que F, ., 9,28, entonces
se acepta Ho, el sulfato de amonio no es fuente de
variacion para la respuesta (Tabla 3).

Del analisis estadistico de los datos experimen-
tales se concluye que las fuentes de carbono y
de sales evaluadas no tuvieron efecto significati-
vo (p> 0,05) sobre el crecimiento de la cepa LH
0-0.91; por lo tanto, en los trabajos de optimiza-
cién-posteriores se utilizara el nivel inferior de
cada una de las fuentes.

Conclusiones y discusion

EL LSLC es un sustrato con muy buen potencial
para ser utilizado en la produccion de AL, aun sin
la adicion de extracto de levadura.

Durante 40 horas la produccion de AL es expo-
nencial para todas las condiciones de proceso; la
condicién 13 con solo extracto de levadura con-
tinda con la tendencia exponencial hasta las 45
horas. Condicion que genera las mas altas con-
versiones de sustrato y los mayores rendimientos

(18 g/L de AL). (Figura 2). Siendo esta concen-
tracion alta si la comparamos con los 13,02 g/L
alcanzados por Urribarri (2004) utilizando L. hel-
veticus en suero de leche desproteinizado, suple-
mentado y en reactor continuo.

El uso de este sustrato podria disminuir los costos
operacionales en mas del 50 %, comparado con
el uso de sustratos puros, y daria ademas un valor
agregado al LSLC, residuo con poca aplicabilidad
industrial y generador de contaminacion ambiental.
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