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Resumen

El Lacto suero de leche de caprino (SLC) es un subproducto de bajo valor econémico, concebido
en Colombia como un desecho industrial con impacto ambiental negativo para los ecosistemas
(DBO 60000 ppm y DQO de 80000 ppm). Este trabajo se enfoco en caracterizar el SLC, mul-
tiplicar la cepa Lactobacillus Helveticus (LH) 0-0.91-celulas libres y evaluar su pertinencia para la
produccién de 4cido ldctico a partir de SLC tratado y enriquecido con tres nutrientes; variables
que se estudiaron siguiendo un disefio de cuadro greco latino. Para el efecto se llevaron a cabo
16 cinéticas en un biofermentador intermitente conteniendo 250 mililitros de LSLC en donde la
mayor produccién de acido ldctico-17.72 gramos por litro se logré después de las 50 horas para
el medio que contiene extracto de levadura 2,5%, riboflavina 0,6% y sulfato de amonio 0,45%
operando el biofermentador a 42°C.De esta forma, al producir 4cido ldctico se evitaria la conta-
minacién de ecosistemas y se generaria un valor agregado a la industria quesera.

Palabras clave: dcido lictico, cuadro latino, disefio experimental, lactobacillus helveticus, suero de
leche de caprino, impacto ambiental

Value added for goat whey from dairy agribusiness:
lactic acid as decontamination alternative

Abstract

The lacto goat whey (SLC) is a low economic value sub product, considered as industrial waste in Co-
lombia, with negative environmental impact on ecosystems- (BOD 60,000 COD ppm and 80,000
ppm). This study aimed to characterize the SLC, multiply Lactobacillus helveticus (LH) strain and
assess its applicability to the production of lactic acid-AL from LSLC treated and enriched with three
nutrients. Variables studied following a latin greco square design. For this purpose kinetic 16  were
carried out in intermittent biofermenter containing 250 milliliters of LSLC. Increased production of
lactic acid (17.72 grams per liter) was achieved after 50 hours using a media containing 2.5% yeast
extract, riboflavin 0.6% and 0.45% ammonium sulfate and the biofermenter operating at 42° C.

Keywords: lactic acid, latin square experimental design, Lactobacillus helveticus, goat whey, envi-
ronmental impact.
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Introduccion

El lactosuero de leche de caprino (LSLC) es el
liquido resultante de la elaboracién de cuajada o
queso, al separarse la caseina y la grasa durante la
coagulacién (alrededor del 85-90% del volumen
de leche utilizada). Esta constituido aproximada-
mente por un 93% de agua, 5% de lactosa, un
poco menos del 1% de proteina, de las cuales la
mitad son proteinas de alto valor nutricional como
son; albuminas, globulinas y proteasa-peptona,
0.7% de minerales, con mayor contenido de so-
dio, potasio, magnesio, cloruro y fosfato, contiene
también las vitaminas hidrosolubles de la leche, la
mds importante es la riboflavina, también posee
pequenas cantidades de grasa y acido ldctico (AL)
y su pH se encuentra entre 5-6 (1-24).

Actualmente el suero tiene poca aplicabilidad in-
dustrial, los excedentes se convierten en un pro-
ducto contaminante- (DBO) muy alta, de 40000
a 60000 ppm y una demanda quimica de oxigeno
(DQO) de 50000 a 80000 ppm (15). Mds del 90%
de esas demandas se deben a la transformacion de
la lactosa (20). De alli que la bisqueda de alterna-
tivas para el aprovechamiento de este efluente se
convierte en necesidad nacional. Una de las alter-
nativas es la obtencién de acido l4ctico (22).

El 4cido ldctico 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, textileria, en la industria
del cuero y para la produccién de pldsticos bio-
degradables (17). El Food Chemical Codex en el ano
1996 especifica el uso del AL en alimentos con una
pureza del 88%, el AL se puede obtener por sinte-
sis quimica 6 por via fermentativa (13). Una de las
principales dificultades en la produccién a gran es-
cala del AL es el costo de las materias primas, sien-
do de interés encontrar nuevos medios de bajo costo
para mejorar la economia del proceso (22).

Los organismos mayores productores de AL per-

tenecen a las familias Streprococcaceae (géneros
Streptococcus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus,
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Aerobacter y Gemella) y Lactobacillaceae (género
Lactobacillus), (9). La familia Lactobacillaceae y en
especial los del género Lacrobacillus (L. bulgaricus,
L. helveticus, L. delbruekii, etc.), son anaerobios
facultativas (no presenta crecimiento superficial
0 este es escaso), no poseen catalasa, no reducen
el nitrato; su metabolismo es fermentativo, cerca
del 50% de su producto final es dcido l4ctico, su
temperatura optima de crecimiento estd 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 pa-
togeno (4), razones por la cuales las seleccionamos
para este trabajo.

Trabajos pioneros reportan la obtencién de 40,78
g/L de 4cido ldctico en 48 horas de fermentacién
(12). Akerberg (2) utilizando como sustrato hari-
na integral hidrolizada adicionada de glucosa pura
reporta concentraciones de dcido ldctico de 50 g/L
con Lactococcus lactis y Lactobacillus casei. Boon-
me et al. (8), produjo dcido ldctico en un medio
comercial M17 modificado con lactosa pura y ob-
tuvo concentraciones de 80 g/L de 4cido l4ctico y
rendimientos de producto de 0,93 g/g. Sin embar-
go, la principal desventaja de la produccién por la
via fermentativa es el alto costo que ocasionan su
aislamiento y purificacién (9), por esta razén las
investigaciones se han enfocado en la disminucién
del costo de produccién de AL con células libres
ylo inmovilizadas (7) e incrementar la pureza 6p-
tica del dcido lactico.

Con los referentes anteriores el objetivo de esta in-
vestigacién fue evaluar la pertinencia del SLC en-
riquecido con tres nutrientes para la obtencién de
AL por fermentacién utilizando LH 0-0.91-dada
su capacidad para convertir en dcido lactico la lac-
tosa proveniente del SLC, para cumplir el objetivo
del trabajo se siguié un disefio experimental de
cuadro greco latino.

Materiales y métodos
Materiales: Lactosuero de leche de caprino despro-
teinizado, esterilizado y enfriado a 121°C y 4°C
respectivamente filtrado al vacio.
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Microorganismo:  Lactobacillus ~ helveticus LH
0-0.91, cepa liofilizada, producida por la Zechnical
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.

Disefo experimental: Se utilizé un disefio de cua-
dro greco latino 4x4 (Los tres factores tienen el
mismo nimero de niveles: K, sin interacciones en-
tre los tres factores). El disefo consiste en agrupar
las unidades experimentales en dos direcciones (fi-
las y columnas) y asignar los tratamientos al azar
en las unidades, de tal forma que en cada fila y
en cada columna estén todos los tratamientos (19).
El total de unidades experimentales es igual al
cuadrado del numero de tratamientos. Para cua-
tro tratamientos se requieren 16 unidades. Cuatro
temperaturas de fermentacién 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 concentracién
de acido lictico (determinacién de acidez titulable

bajo la NTC 4978 de 2001).

Variables de respuesta: Concentracién en 4cido ldc-
tico (g/litro)-absorbancia.

Los coeficientes de rendimiento y la productividad
volumétrica fueron determinados en el estado de
equilibrio. El estado de equilibrio se estableci6
cuando los valores evaluados (concentracién de
dcido léctico, pH) no se modificaron significativa-
mente al realizar dos determinaciones consecutivas.

Andlisis estadistico: se llevé a cabo un andlisis de
varianza (ANOVA) de una via y un andlisis de
comparacién maltiple (Test de Tukey), para com-
parar la incidencia de los medios sobre el creci-

miento del LH y la produccién de AL.
Diseiio Metodolégico:

Se siguieron las siguientes etapas:
a. Caracterizacién de la leche y el suero caprino

utilizado, Tabla 1.

Tabla 1. Caracterizacién de la leche caprina y el suero

Suero de leche

Suero de leche caprina-na-

Andlisis Leche caprina

realizado nacional
Cenizas (%) 0,94
Solidos totales(%) 16,3
Gravedad especifica 1,033
Densidad 1,034
Indice de acidez 16°D
Contenido de caseina ( %) 2,85
pH 6,72
Contenido de grasa (%) 47
Proteina (%) 4,61

Lactosa

Fuente: Autores

caprina-nacional cional Judrez y col.,1991

0,45 0,69 - 0,89

7,47 11,70 - 15,21
1,026

1,003

18°D

0,89

6,38 6,41 - 6,70

0,51 3,00 - 6,63

1,18 2,90 - 4,60

3,80 - 5,12
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b. Filtrado del suero al vacio.

c. Preparacién del inoculo y multiplicacién del
Lactobacillus helveticus-LH- este se hizo crec-
er en cajas de Petri con PDA a temperatura
controlada de 42°C por 5 dias. De las cajas
se tomo una colonia y se hizo crecer en tubos
inclinados con PDA a temperatura controlada
por 15 minutos, informacién suministrada

por 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
recipiente-medio anaerobio, incubdndose el
conjunto durante 48 horas a una temperatura

de 42°C.

Para realizar una evaluacién visual, se sembré
el microorganismo activo en agar MRS, medio
selectivo para lactobacillus que posee todos los
minerales y compuestos requeridos por esta es-
pecie, Figural.

Figura 1. Fotografia microscdpica de Lactobacillus helveticus

e. Determinacién de las mejores condiciones
para la produccién de dcido ldctico

Las variables estudiadas para la cepa fueron: tem-
peratura de incubacién, medios de cultivo y pH
inicial del medio de cultivo. Para el estudio de la
temperatura de incubacién se ensayaron diferentes
valores (37, 42, 48 y 53°C) dentro del intervalo
6ptimo de crecimiento de LH segtin se describe
en la literatura (19, 23) y para el pH los siguientes
valores iniciales: 5; 5,6; 7; 8; 9 y 10.
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Preparados los sustratos se envasaron en erlenme-
yers de 500 mL, con un volumen de trabajo de
250 mL y se sometieron a esterilizacién por 10
min a 121°C. Cuando los sustratos se encontra-
ban a temperatura de 30°C aproximadamente, se
inocularon con la cepa de Lacrococcus lactis, la cual
antes de la inoculacién se adapté a los diferentes
sustratos por tres generaciones en un volumen de
10 mL; en todos los casos se utilizé 10% de indcu-
lo con respecto al volumen de trabajo (24).

Los tratamientos consistieron en un sustrato ba-
sico-lacto suero caprino, mds un suplemento de
vitaminas y minerales-extracto de levadura, ribo-
flavina y sulfato de amonio, respectivamente. Ela-
bordndose dieciséis medios de cultivo con diferen-
te composicién, Tabla 1. Los datos se analizaron
mediante andlisis de varianza (ANDEVA) 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 honesta de
Tukey (DSH). El disefio se analizé con un nivel
de confianza del 95%.

Tabla 2. Definicién de tratamientos y convenciones

Corrida

experi- Tempe- Riboflavina Extracto Sulfato. de
mental TAtura de levadura amonio
1 37 0 0 0
2 - 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
® 42 0,2 L5 0,15
7 48 0,4 L5 0,3
8 53 0,6 1.5 0,45
9 37 0 2.5 0
10 42 0,2 2,5 0,15
1 48 0,4 2,5 0,3
12 53 0,6 2.5 0,45
13 37 0 3,5 0
1 42 0,2 35 0,15
15 48 0,4 3,5 0.3
16 53 0,6 3,5 0,45

Fuente: los autores
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Resultados
Caracterizacion del suero de leche de cabra ente-
ro y descremado. La Tabla 1 presenta resultados
de la caracterizacién bromatolégica del suero de
leche de cabra utilizado. Los valores observados
se encuentran en los rangos tipicos de calidad
del suero de leche de vaca (16). De acuerdo a es-
tos resultados, el SLC entero tiene una relacién
proteina/carbohidratos ligeramente menor a 0.5.
Esta es una relacién comparativamente alta. La
norma mencionada acepta, para el caso de SLC,
relaciones minimas de proteina/carbohidratos

del orden de 0.2.

Propagacion del inoculo LH: La tincién de Gram y la
observacién en microscopio electrénico permitié ob-
servar la morfologia y confirmar la pureza del cultivo
y la evaluacién visual de las colonias y bacterias.

En la Figura 1 se presenta una fotografia macros-
cépica de las bacterias sembradas y las colonias de
Lactobacillus Helveticus las cuales son redondas,
lisas y de color blanco cremoso.

Produccion de dcido ldctico. En La Figura 1, se
muestra la produccién de dcido lictico obtenido
durante el proceso fermentativo. Segtn los datos
experimentales obtenidos, durante las primeras
doce horas se produjo el 35% de la cantidad to-
tal de dcido lctico, después de este tiempo la
produccién se ve afectada por el crecimiento del
microorganismo y el bajo consumo del sustrato
logrando estabilizarse a las 48 horas de fermen-
tacién con una produccién total de 18 g/L.

El medio 1-solo LSLC tardé ocho horas mds que
los medios enrriquecidos para lograr el maximo
valor de biomasa y AL, y no hubo diferencia es-
tadisticamente significativa entre los recuentos
de ambos medios.

El ANDEVA para las tres variables indepen-
dientes, concentraciéon de extracto de levadura
(A), concentracién de riboflavina (B) y concen-
tracién de sulfato de aluminio (C), no mostra-
ron P < 0,05 para la produccién de 4cido ldcti-

co- Tabla 3.

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

Grados Suma

de Libertad de Cuadrados

Fuentes

de Variacién

Cuadrados medios =

FC=Cuadrados

Temperatura 3 90,2722688
Faracto de 3 19,3515188
Riboflavina-B 3 29,1255188
i’ﬁfﬁi‘ﬁ) dé 3 29,1255188
Error 3 4,45876875
Total 15 172,333594

Scuadrados/Grados med/Cuadrados
de Libertad medios del error
30,0907563 20,2460082 9,28 15,44
6,45050625 4,3401037
9,70850625 6,53218868
9,70850625 6,53218868
1,48625625
57,4445313

Fuente: los autores
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Discusion
El LSLC es un subproducto de muy bajo valor eco-
némico, concebido en general en Colombia como
un desecho industrial, inclusive con un alto poten-
cial de impacto ambiental negativo. Los resultados
presentados documentan la factibilidad para la pro-
duccién de 4cido ldctico a partir de este compuesto.

Se comprobé que la temperatura es fuente de va-
riacién para la respuesta, resultado comprobado
experimentalmente; la concentracién de 4cido ldc-
tico obtenida en los ensayos realizados a 48°C fue
menor que la concentracién obtenida en los ensa-
yos realizados a 38°C y 42°C respectivamente. La
temperatura Optima comprobada en este trabajo
fue de 42°C, acorde con lo reportado por otros
autores (20, 23).

Por otra parte, el extracto de levadura no fue fuen-
te de variacion estadisticamente significativa. Sin
embargo, los ensayos que contenfan un mayor
porcentaje de extracto de levadura generaban una
mayor produccion de 4cido léctico, lo que nos per-
mite concluir que dicho componente tiene mayor
incidencia que el sulfato de amonio y la riboflavi-
na, sin demeritar la funcién de estos tltimos para
enriquecer el medio para la produccién de este
metabolito.

Del andlisis estadistico de los datos experimentales
se concluye que las fuentes de carbono y de sa-
les evaluadas no tuvieron efecto significativo (p>
0,05) sobre el crecimiento de la cepa LH 0-0.91,
por lo tanto en los trabajos de optimizacién-pos-
teriores se utilizard un nivel inferior de cada una
de las fuentes.

Finalmente, se pudo concluir que el LSLC es un
sustrato con muy buen potencial para ser utilizado
en la produccién de AL, atn sin la adicién de ex-
tracto de levadura. Sin embargo, cuando se utiliza
como complemento extracto de levadura se pue-
den obtener las més altas concentraciones en AL,
las m4s altas conversiones de sustrato, los mayores
rendimientos en producto y las mejores producti-
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vidades volumétricas. El uso de este sustrato po-
dria disminuir los costos operacionales en mds del
50%, comparado con el uso de sustratos puros, y
darfa ademds un valor agregado muy interesante a
este residuo que se deja perder en el campo.

10.
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