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subsp. bulgaricus y
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Resumen

Abstract

Resumo

El objetivo principal de esta investigacion

fue determinar las condiciones adecuadas

de crecimiento del Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus 'y Streptococcus thermophilus
para la produccion de 4cido lactico, utilizando
como sustrato lactosuero proveniente del
departamento del Cesar, Colombia. El

acido lactico es producto de la extraccion

y purificacién de caldos de fermentacion
donde se usa como bacterias fermentativas

el co-cultivo Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus 'y Streptococcus thermophilus,
usualmente usadas para la produccién de
yogurt. El sustrato es suplementado con
extracto de levadura, fosfato de amonio como
fuente de nitrégeno y carbonato de calcio como
neutralizante. Esto con el fin de optimizar

el consumo, por parte de las bacterias, del
carbohidrato principal presente en el suero
(lactosa). Durante la fermentacion se controld
la concentracion del in6culo y temperatura,

el tiempo méximo fue 72 h. La purificacion

se llevd a cabo mediante esterificacion,
filtracion de sélidos formados con la reaccion
y extraccion de agua por evaporacion y
posterior arrastre con nitrégeno. Finalmente se
obtuvo dcido lactico con un 78,0% de pureza
(36,7 g/L), el cual se caracterizo a través de
espectroscopia infrarroja.

The main objective of this research was to
determine the proper growth conditions of
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
and Streptococcus thermophilus for the
production of lactic acid using serum as
substract. This serum was obtain from the
department of Cesar, Colombia. Lactic acid
is the result of the extraction and purification
of fermentation broths in which bacteria
Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus
and Streptococcus thermophilus are used,
which are usually used for the production
of yogurt. The substrate was supplemented
with yeast extract, ammonium phosphate
as a nitrogen source, and calcium carbonate
as a neutralizer, in order to optimize the
consumption, by the bacteria, of the main
carbohydrate present in serum (lactose).
During the fermentation (up to 72 h) the
inoculums concentration, and temperature
were controlled. Purification consisted in
esterification, filtration of solids formed
during the reaction, and removing of water
by evaporation and nitrogen influx. Finally,
lactic acid was obtained with 78,0% purity
(36.7 g/L), which was characterized by
infrared spectroscopy.

O principal objetivo desta pesquisa foi
determinar as condi¢des adequadas de
crescimento do Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus e Streptococcus thermophilus
para a producéo de 4cido lactico utilizando
como substrato soro de leite obtido do
Departamento do Cesar, Colombia. O

acido lactico é um produto da extragdo e
purificagdo de caldos de fermentacéo, no
qual sdo usadas como bactérias fermentativas
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e
Streptococcus thermophilus, normalmente
usadas para a produgio de iogurte. O
substrato é suplementado com extrato de
levedura, fosfato de amonio como fonte de
nitrogénio e de carbonato de célcio como um
neutralizador, para optimizar o consumo,
pelas bactérias, do principal hidrato de
carbono presente no soro (lactose). Durante
a fermentagao os seguintes fatores foram
controlados: concentracao do in6culo e
temperatura, e atingiu num méximo de 72 h.
A purificagéo foi efetuada por esterificagéo,
filtracdo dos solidos formados com a

reagao e remogao de dgua por evaporagao

e varrimento com nitrogénio. Finalmente

0 4cido lactico foi obtido com 78,0% de
pureza (36,7 g/L), e foi caracterizado por
espectroscopia de infravermelho.
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Introduccion

En las ultimas décadas ha aumentado la preocupacién por la conser-
vacion del ambiente tanto en las industrias como en las actividades
urbanas debido a los crecientes efectos que ha causado la emision de
contaminantes al aire, agua y suelo. El agua potable, a pesar de ser una
de las matrices mds importantes para la preservacion de la humanidad,
se contamina indiscriminadamente por las actividades antrdpicas, lle-
vando a los investigadores a buscar metodologias eficientes para su re-
cuperacion (I).

El sector industrial lacteo es uno de los mayores contaminantes del
agua, especialmente en la elaboracion de quesos, debido al componente
residual denominado lactosuero; teniendo en cuenta que por cada kilo-
gramo de queso elaborado se generan 9 L de suero, alcanzando una pro-
duccién anual de 110 millones de toneladas en el mundo de este residuo.
Los altos niveles de produccion de lactosuero derivan en un problema
serio para los acuiferos ya que por cada 1000 L de lacto-suero se generan
aproximadamente 35 kg de demanda bioquimica de oxigeno (DBO) y
cerca de 68 kg de demanda quimica de oxigeno (DQO) (2,3). Por otro
lado, el significativo contenido de lactosa del lactosuero lo transforman
en una materia prima de alto interés para la produccion de 4cido lactico
(4), utilizado a su vez especialmente en productos alimenticios, quimi-
cos, cosméticos y farmacéuticos (5).

Actualmente hay un aumento en la demanda de dcido lactico como
materia prima para la produccion del biopolimero denominado 4cido
poli lactico (PLA), que es una alternativa biodegradable, biocompatible,
amigable con el ambiente y prometedora en la sustitucion de los plasti-
cos derivados de petroquimicos (6).

El 4cido lactico se puede obtener por sintesis quimica o por fer-
mentacion de hidratos de carbono, mediante un proceso econémico y
facilmente disponible. El primer proceso da como resultado una mezcla
racémica de los acidos lacticos, mientras que el segundo conduce a un
estereoisomero de 4cido lactico D(-) o L (+). E1 90,0 % de la produccién
mundial de acido lactico se consigue por fermentacion, lo que muestra
la preferencia por este método frente a la sintesis quimica (7,8). Uno de
los principales intereses cientificos es la reduccion de costos de materias
primas y el mejoramiento de los niveles de produccion de acido lactico
por medio de la fermentacion (5). Asi, se han planteado alternativas mas
econdmicas para obtener acido lactico: en vez de partir de la fermenta-
cion de azucares refinados, se ha propuesto partir de productos o resi-
duos alimenticios agroindustriales entre los que se identifican los almi-
dones y el lactosuero, entre otros (9,10). Por otra parte, se han realizado
numerosas investigaciones sobre el desarrollo de procesos biotecnolé-
gicos para la produccion de 4cido lctico, con el objetivo de optimizar el
proceso desde el punto de vista técnico y econémico, involucrando bac-
terias lacticas (LAB), algunos hongos filamentosos como fuentes micro-
bianas principales de acido lactico (9,11) y diferentes cepas (4,12-14).

La finalidad de este trabajo es plantear una alternativa adecuada
para el manejo residual del lactosuero del sector lacteo del departamen-
to del Cesar, con el fin de evitar el derrame de estos residuos a las aguas

Tabla 1. Tratamientos definidos para la evaluacion de la lactosa

residuales sin tratamiento previo, y asi reducir la contaminacién por
DBO y DQO. Se realizé una fermentacion del lactosuero para obten-
cion de acido lactico, empleando bacterias combinadas Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus'y Streptococcus thermophilus, ampliamente
utilizadas por la industria lactea del Cesar en la produccion de yogur.
De esta manera, los residuos de la produccién de queso pasan a tener un
valor agregado con la implantacién de un proceso econdmico y practico
que contribuye a la minimizacién del impacto ambiental.

Materiales y métodos
Microorganismos

La cepa utilizada fue el co-cultivo liofilizado Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus y Streptococcus thermophillus, adquirido en la empresa
Colombiana Interenzimas S.A.S, bajo el nombre DRISET YOGUR 432-
50LU. Las bacterias fueron escogidas teniendo presente su capacidad
homofermentativa de produccién de dcido lactico, la disponibilidad en
el mercado, su uso frecuente en la industria local para otras aplicacio-
nes y finalmente varios reportes bibliograficos de produccién de 4cido
lactico a partir de lactosuero con diferentes microorganismos (15). Las
bacterias se activaron en una solucion de agua pectonada al 1,0%, con
adicién de lactosuero y glucosa en porcentajes de 2,5 y 1,0% respectiva-
mente, por 12 h a 40 °C. Este cultivo fue usado como indculo para las
fermentaciones.

Sustrato

El suero lacteo utilizado fue suministrado por la empresa Lacteos La
Granja ubicada en Valledupar, Cesar, Colombia. Este suero se sometid
a desproteinizacion por tratamiento térmico a temperatura de 90 °C du-
rante 20 min, posteriormente se enfrié a 20 °C para que finalmente fuera
pre filtrado, centrifugado y filtrado a vacio con papel Whatman niimero
42 (12). El suero fue caracterizado antes y después de la desproteinizacion
midiendo el indice de acidez, contenido de lactosa, proteina, humedad y
cenizas. El suero desproteinizado se esterilizé en autoclave a una presion
de 0,1 MPa, temperatura de 120 °C y un tiempo de 15 min. Las pruebas
finales se hicieron en suero Fresco (F) y suero Desproteinizado (D).

Fermentacion

Con el fin de establecer las mejores condiciones para la produccién de
acido lactico por las bacterias, se analizaron los efectos por la tempera-
tura y concentracion del indculo de las bacterias, bajo las condiciones
senaladas en la Tabla 1, el tratamiento 1 estd compuesto por 2 millones
de UFC/mL a 42 °C, mientras que el tratamiento 3 estd compuesto por

Tratamiento 2x10°6 ZZC 4x10° l’]ff 40 °C 42°C
1 X
2 X
3 X
4 X



la misma cantidad de UFC/mL a 40 °C. Los tratamientos 2 y 4, cuentan
con 4 millones de UFC/mL, pero a 42 y 40 °C respectivamente. Cabe
resaltar que los niveles de concentracién del indculo fueron escogidos
mediante pre ensayos, para lo cual se partié de la concentracion dada
en la ficha técnica del co-cultivo, y la cantidad de bacterias usadas por
experiencia en la elaboracion del yogur (1,0-3,0%). La adicién de bac-
terias se realizo de dos maneras: i) activando las bacterias al inicio del
proceso, para el caso denominado estado de bacterias sin activar (SA) y
ii) activando las bacterias 24 h antes del inicio del proceso, para el caso
denominado estado de bacterias activadas (A).

Posterior al disefio se realizaron ensayos de fermentacion con el lac-
tosuero previamente suplementado con el objeto de aumentar el rendi-
miento de produccion de acido lactico. Inicialmente se enriquecié con
sulfato de amonio en cantidades de 1,25; 1,50 y 1,80% p/v, en busqueda
de un mayor aprovechamiento de la lactosa presente en el desecho lac-
teo. Se realizé un nuevo ensayo donde se enriquecié el lactosuero con
fosfato de amonio y extracto de levadura, a la vez que se valord la in-
fluencia del estado de las bacterias en la produccién de dcido lactico, asi
se efectuaron 4 nuevos ensayos a los que se les denominé: prueba 1, 2, 3
y 4, tal como se muestra en la Tabla 2.

Todas las pruebas fueron realizadas por triplicado, con adicién de
carbonato de calcio al 10,0% como neutralizante y con agitacién constan-
te a 150 rpm. La fermentacion se llevo a cabo en un biofermentador mo-
delo BF-2000, marca New Brunswick Scientific, con capacidad para 2 L.

Extraccion y purificacion del acido lactico

El 4cido lactico producido se extrajo de los caldos en forma de lactato de
calcio. El medio se calent6 para solubilizar el lactato de calcio y coagular
las proteinas presentes. Posteriormente se filtr6 para eliminar sustan-
cias insolubles como la biomasa. El acido libre se obtuvo por adicién de
acido sulftrico seguido de filtracion para eliminar el sulfato de calcio
formado. El 4acido lactico fue entonces concentrado por evaporacion,
evacuando la humedad por arrastre con nitrégeno (16).

Tabla 2. Descripcion de la combinacion de suplementos

Métodos de analisis

Proteinas: Se determin6 mediante el contenido de Nitrégeno (método
Micro-Kjeldahl, Norma Técnica Colombiana 4657) (17).

Lactosa: Por el método colorimétrico del Fenol-Acido Sulftrico para
micro determinacién de carbohidratos totales propuesto por Dubois et
al. (18), en un espectrofotometro marca Spectronic modelo Genesys 20.

Acido l4ctico: La produccién se monitoreé durante la fermentacién
de manera indirecta a través del consumo de lactosa, la concentracion
de 4cido lactico se determiné mediante acidez titulable bajo la NTC
4978 de 2001 (19) y se caracterizd por espectroscopia infrarroja. Para
los andlisis de espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier —
reflectancia total atenuada (FTIR-ATR) se utiliz6 un espectrémetro IR-
Prestige-21 /FTIR-8400S, con accesorio de reflectancia total atenuada.
Los espectros fueron obtenidos en el rango de 4000-500 cm™.

Resultados y discusion
Composicion del lactosuero

Se tiene en cuenta el pH medido en el lactosuero desproteinizado y fres-
co, el cual estd en 6,26 y 6,30, respectivamente (ver Tabla 3). Lo anterior
permite mostrar que para ambos casos se trata de un suero dulce. El
procedimiento de desproteinizacién permitié reducir en un 48,0% la
cantidad de proteina pasando de un 0,85% en el lactosuero fresco a un
0,44% al lactosuero desproteinizado. Este valor de reduccién porcentual
de proteinas es similar a otras investigaciones como la de Urribarri et
al.(20) que reportd un 43,0% y la de Sanchez et al. (4) que reporto a su
vez un 42,0%. Asi mismo, se obtienen valores de lactosa para el suero
fresco y desproteinizado de 46 y 47 g/L, respectivamente, similares a los
reportados por Jakymec et al. (12).

Estado dela Suplementos
Prueba Bacteria Extracto de Fos.fato de Neutralizante
levadura (% p/v) Amonio (% p/v) CaCoO, (% p/v)
1 SA 0,5 0,9676 10
2 SA 0 1,146 10
3 A 0 1,146 10
4 0,5 0,9676 10
Tabla 3. Caracterizacion del lactosuero
Componentes Lactosuero recepcionado Lactosuero desproteinizado
Acidez (%) 0,13 0,14
pH 6,3 6,26
Humedad (%) 93,084 93,560
Cenizas (%) 6,395 5,860
Lactosa (%) 4,7 4.8
Proteina (%) 0,85 0,44



Definicion de las pruebas

La Figura 1 muestra que el mayor consumo de lactosa se dio en el tra-
tamiento 1, seguido del tratamiento 2 con 64,5 y 59,2% de lactosa con-
sumida respectivamente, mientras que para los tratamientos 3 y 4 el
consumo de lactosa fue menor con 58,6 y 49,9% respectivamente. Se
observa que a 42 °C se tiene mayor consumo de lactosa y, por ende, ma-
yor produccion de acido lactico. Sin embargo, se puede apreciar que hay
un mayor rendimiento para niveles menores de UFC/mL.

Con la finalidad de aumentar el rendimiento de produccién de acido
lactico se procedid a enriquecer el lactosuero previo a la fermentacion.
Para esto se tomaron las condiciones aplicadas al tratamiento 4, debido
a que tiene los mayores rendimientos de produccién de acido lactico
de todos los tratamientos, para las mismas condiciones de suplemento.
Cabe resaltar que, en principio, la suplementacion no habia tenido lugar
en el proceso de fermentacion a fin de tener un escenario de bajo cos-
to. Gran cantidad de suplementacién contribuye a un incremento en la
concentracion de impurezas y a su vez un aumento del costo de separa-
cién y bajos rendimientos en la recuperacion de acido lactico (9).

La primera suplementacion se realiz6 con sulfato de amonio en con-
centraciones de 1,25; 1,50 y 1,80% con resultados poco favorables, tal
como se muestra en la Figura 2. Para este caso el porcentaje de lactosa
sin consumir seguia siendo alto, llegando a quedar, en el mejor de los
casos, aproximadamente un 49,9% de lactosa en el caldo, pasadas 72 h
de proceso.

Figura 1. Consumo de lactosa por los tratamientos

Figura 3. Lactosa consumida con relacion a los sustratos agrupando los estados de la Bacterias

Caso contrario a la suplementacién con sulfato de amonio ocurre
con fosfato de amonio y extracto de levadura. Para este caso, se obtuvie-
ron valores porcentuales de consumo de lactosa de 87,8%. La Figura 3,
muestra como el estado de las bacterias es un factor influyente en el
resultado de la fermentacion, pero no tan relevante como la suplemen-
tacion en este proceso. También se puede observar la comparacion de
resultados entre los fermentos con diferentes suplementos, permitiendo
establecer que al suplementar el lactosuero con fosfato de amonio y ex-
tracto de levadura se obtienen mejores resultados (con rendimientos del
92,8y 94,6%, respectivamente).

El ensayo con bacterias en estado SA, enriquecido con fosfato de
amonio y extracto de levadura arrojé mejores resultados con un 92,8% de
consumo de lactosa frente a un 91,4% alcanzado por el ensayo con bacte-
rias en estado A y enriquecido s6lo con fosfato de amonio. De los ensayos
suplementados con fosfato de amonio y extracto de levadura, se alcan-
zaron rendimientos porcentuales de consumo de lactosa para las cuatro
pruebas, cuyos resultados en su orden son: 92,8%; 87,8%; 91,4% y 94,6%.

Teniendo en cuenta que los mayores rendimientos se dieron en la
prueba 4 (mayor consumo de lactosa), donde se adicionaron cepas ac-
tivadas, fosfato de amonio y extracto de levadura, se puede afirmar que
estas son las mejores condiciones para la fermentacidn.

Al valorar la velocidad de fermentacién de los ensayos suplementa-
dos se encuentra que la prueba 2 tiene mayor velocidad de consumo de
lactosa, tal como se muestra en la Figura 4. Esta condicion es importante
para obtener un producto continuo, por lo que una posible aplicaciéon
del proceso requerird mantener en el tiempo una concentracién de lac-

Figura 2. Remanente de Lactosa en el caldo al inicio (1), durante (2) y al final (3) del proceso
a diferentes concentraciones de Sulfato de Amonio (S.A.)

Figura 4. Velocidad de la fermentacién



tosa de 15000 ppm, para obtener un gasto de lactosa de 4000 ppm/h.
En este sentido, un montaje adecuado empleando las materias primas
seleccionadas en este trabajo debe tener en cuenta las condiciones de
produccién empleadas en la prueba 2 con el tratamiento 1. Sin embargo,
en cualquier otro caso dentro de las cuatro pruebas reportadas la pro-
duccién tendrd un retardo considerable.

Del mismo modo, aunque la prueba 2 present6 la mayor velocidad
de fermentacidn, la eficiencia en el consumo de lactosa fueron menores
(87,8%), comparado con el rendimiento de la prueba 4 (94,6%) con una
velocidad mas baja de fermentacion.

Caracterizacion del acido lactico

El 4cido lactico extraido del caldo de fermentacion y purificado, de acu-
erdo a la metodologia, presenta una apariencia viscosa y color amarillo
claro. La pureza del acido lactico fue de 78,0% (p/v) similar a la de otras
investigaciones (21). En la Tabla 4 se muestran las concentraciones de
acido lactico en procesos de obtencion similares. Se observa que los va-
lores de acido lactico de este estudio son aproximados a los obtenidos
por Tashiro et al. (5) y Wang et al. (22). Aunque estos valores no son
altos, permiten reducir los niveles de DQO de 35 g/L de lactosuero hasta
7,7 g/L. Se requiere un dispositivo para el control de DBO, menos cos-
toso, de manera que se logren reducir hasta 1,54 g/L los niveles de DBO
o emplear una cantidad de agua mucho menor para alcanzar la dilucién
hasta los niveles requeridos.

En la Figura 5 se compara el espectro de un acido L lactico comercial
marca Carlo Erba con una concentracién entre 88,0-92,0% y el obteni-
do en la investigacion. La semejanza que presenta permite comprobar
que es acido lactico lo que se recuperd de los caldos de fermentacion
ya que muestra las sefales caracteristicas: estiramiento OH a 3238 cm
de los grupos alcohol y dcido, especialmente a 2995 cm™ y 2944 cm™.
Grupo COOH: tension a 1716 cm™ indica la presencia del enlace C=0O
perteneciente al grupo acido. Estiramientos a 1432y 1376 cm™ flexiones

Tabla 4. Comparacién general de produccion de dcido lactico

Figura 5. Espectro Infrarrojo del dcido lactico

simétricas de los grupos CH y CH, y los picos a 1232, 1122, 1075 y 1046
cm'son estiramientos de C-O de los grupos acido y alcohol.

Conclusiones

Se obtuvo acido lactico con un 78,0% de pureza (36,7 g/L en el caldo
de fermentacidn), el cual se caracterizé con espectroscopia infrarroja,
mediante un proceso de condiciones controladas de fermentacion de
lactosuero para alcanzar niveles de consumo de lactosa de 94,6%. Para
alcanzar dichos resultados, se aprovecho la actividad de las bacterias Lac-
tobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus y Streptococcus thermophilus y
el enriquecimiento de subproducto lacteo previo a la fermentacion con
fosfato de amonio y extracto de lavadura a una temperatura de 40 °C.

La suplementacién del lactosuero es un factor limitante para al-
canzar un buen rendimiento en la produccién biotecnoldgica de acido

Microreanismo Temperatura | Método de Sustrato Tiempo de Concentracion de Referencias
8 (°C) Cultivo Fermentacion (h) | Acido lactico (g/L)
Lactobacillus Lactosuero suplemen-
delbrueckii y 40 Lote tado con fosfato de 7 36,7 Este estudio
Streptococcus amonio y extracto de
thermophillus levaduras
T. aotearoense . ,
LA1002-G40 55 Lote Residuos de panaderia 92 78,4 Yang et al. (2015)
L. bulgaricus 45 Lote Residuos alimenticios NA 35,1 Wang et al. (2010)
Cultivo mixto 45 Lote Desperdicios de cocina 120 64,0 Zhang et al. (2008)
B. coagulans . . Sakai and Ezaki
L 12
NBRC12583 55 ote Residuos de cocina 0 86,0 (2006)
B. licheniformis Modelo de desperdicios Sakai and Yamanami
TY7 >0 Lote de cocina 24 400 (2006)
Cultivo mixto 50 Lote MOdel.O de desperdicios 168 34,5 Tashiro et al. (2013)
de cocina
Bacillus sp. . .
NLO1 50 Lecho-Lote | Rastrojo de maiz 72 75,0 Ouyang et al. (2013)
B. coagulans 50 Lecho-Lote ' Rastrojo de maiz 60 97,6 Hu et al. (2015)

LA204

Tabla complementada de la referencia (75).



lactico con el co-cultivo estudiado en la presente investigacion. Es nece-
sario suplementar el lactosuero con el fin de aportar a las bacterias los
nutrientes del que carece el lactosuero y que son fundamentales para su
crecimiento y desarrollo.
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