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Resumen

En este trabajo se evaldan diferentes fuentes de nitrégeno, luego de determinar
la mejor concentracién de suero de leche, para la produccién de 4cido lictico en
fermentaciones por lote. Se utilizaron tres fuentes de nitrégeno, peptona y ex-
tracto de levadura a 5, 10, 15 g/l, y licor de maiz a 10, 20, 30 g/l. La mayor
produccién de 4cido lictico se obtuvo con una concentracién de extracto de
levadurade 15 g/l y lactosa 61,7 g/l y se alcanzaron valores de 28,8 g/ly28,5¢g/lde
dcido lactico, respectivamente, para L. casei y L. plantarum.

---------- Palabras clave: &cido lactico, lactobacillus plantarum, lactobacillus
casei, suero.

Evaluation of culture media prepared
from whey, for lactic acid production,

with lactobacillus plantarum and lactobacillus
casei

Abstract

The aim of this work was to evaluate different nitrogen sources after of to
determining the best whey concentration for lactic acid batch fermentation with
lactobacillus casei and lactobacillus plantarum. Three types of nitrogen sources
were used; peptone and yeast extract in a concentration of 5, 10, 15 g/l and corn
steep liquor in 10, 20, 30 g/l; the higher lactic acid production was 28,8 g/l and
28,5 g/l for L. casei and L. plantarum respectively, with addition of yeast extract
to 15 g/l in the fermentation media.

---------- K@y words: lactic acid, lactobacillus plantarum, lactobacillus casei,
whey.
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Introduccion

El suero de leche se produce como desecho por
]a mayorfa de las industrias queseras, en contravia
de las severas legislaciones ambientales de algu-
nos paises [2]; se caracteriza por el alto conteni-
do de lactosa, la cual genera niveles de demanda
biolégica de oxigeno (DBO) entre 26.000 mg/l'y
48.000 mg/L, lo que imposibilita su tratamiento
en plantas residuales [6, 2].

Actualmente, algunas de esas industrias comer-
cializan el suero deshidratado como aditivos
para alimentos y refrescos [6], pero, debido a
la alta concentracién de lactosa, el mayor po-
tencial del suero es la conversién microbiana a
4cido ldctico; en esa forma es una importante
materia prima en la industria de alimentos (pre-
servativo y regulador de pH), la industria del
plastico (precursor de polimeros biodegradables
a partir del isémero L (+) del acido) [4], la
industria de la quimica farmacéutica y la in-
dustria cosmética [5, 7].

La produccién fermentativa de dcido lactico aven-
taja a su sintesis quimica, ya que utiliza una fuente
renovable de carbono y produce selectivamente
el isémero L (+) o D (-) del 4cido; particularidad
ésta que depende del tipo de microorganismo, el
medio utilizado y las condiciones que regulan el
proceso [1, 4, 5].

Entre las condiciones mds apropiadas para la
produccién fermentativa del 4cido lictico se
destaca el uso del extracto de levadura como la
mejor fuente de nitrégeno; este compuesto re-
presenta el 38% del costo total de la produc-
cién, valor alto que impide su utilizacién in-
dustrial [3]. Como alternativa se encuentra el
licor de maiz, el cual se debe emplear en altas
concentraciones; sin embargo, ello genera se-
rios problemas en la separacién final del pro-
ducto [1].

En este trabajo se evalian diferentes concentra-
ciones del suero de leche como medio fermentativo,
y su posterior enriquecimiento con tres fuentes di-
ferentes de nitr6geno, para obtener mayor pro-
duccién de édcido léctico.

Materiales y métodos

Microorganismo

Se evaluaron dos cepas, lactobacillus casei
NRRLB 1922, cedida por el Notrand Center for
Agricultural Utilization Research del ministerio de
agricultura de Estados Unidos, y lactobacillus
plantarum LF 41-1, cedida por la Escuela de Bac-
teriologfa de la Universidad de Antioquia. Ambas
cepas se activaron en caldo selectivo de Man,
Rogosa and Sharpe (MRS Merk) [8], y posterior-
mente se mantuvieron criocongeladas a =70 °C
sobre glicerol MRS [9]. Los precultivos se obtu-
vieron con repiques en caldo MRS, incubados a
37 °C en un tiempo de veinticuatro horas.

Medio de cultivo

Como medio para la produccién de cido léctico
se utiliz6 suero de leche descremada, provenien-
te de la planta de lacteos de Colanta, ubicada en
el municipio de San Pedro de los Milagros. El sue-
ro es desproteinizado, inicialmente, mediante un
tratamiento térmico; luego se lleva a un pH de 6,2
y se calienta hasta la ebullicién para coagular la
mayor parte de las protefnas [10]; el sobrenadante
obtenido se separa por centrifugacién a 3.500 rpm,
durante quince minutos (centrifuga Hettich
EBASS5) [7]. El suero obtenido tiene una concen-
tracién de 61,7 g de lactosa por cada litro y se
utiliza para evaluar cultivos con diferentes con-
centraciones de lactosa (61,7; 30,8 y 15,4 g/l),
obtenidas a partir de una dilucién apropiada, y
previamente esterilizados durante quince minu-
tos a 103,393 KPa.

Luego de seleccionar la mejor concentracion de
lactosa para cada microorganismo se evaluaron
tres fuentes de nitrégeno, con tres niveles cada
uno, peptona universal (Merck) y extracto de le-
vadura (Oxoid) a 5,10 y 15 g/l, y licor de maiz
(Sigma) a 10,20y 30 g/. [1, 2,7, 9].

Condiciones de fermentacion

Las fermentaciones se realizaron utilizando un
volumen de trabajo de 75 ml en un erlenmeyer
de 100 ml, con el objeto de conservar una cabe-
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za de aire minima y reducir, asi, la oxigenacién
del medio. La neutralizacién del cultivo durante
el praceso de sintesis de dcido lactico se hizo al
adicionar NaOH en solucién concentrada, con-
trolando el pH entre valores de 4 y 6. La tempe-
ratura en los cultivos fue 30 °C para L. plantarum
y 37 °C para [. casei, con una agitacion de 150
rpm durante un periodo de 72 horas [1, 3].

Métodos analiticos

El 4cido lactico se determiné indirectamente por
titulacién al final del cultivo, teniendo en cuenta
la cantidad de NaOH adicionada al medio para su
control [6]; la fuente de carbono, lactosa, fue
determinada por el método colorimétrico modifi-
cado DNS (4cido dinitrosalisilico) y lectura de
absorbancia en un espectrofotémetro (Spectronic
20) a 540 nm [11]; para el crecimiento celular se
utilizé el método de densidad 6ptica, con lecturas
de absorbancia a longitudes de onda de 600 y
620 nm para [. plantarum y l. casei respectiva-
mente [1, 3, 7].

Resultados

La cantidad de dcido lactico producido es pro-
porcional a la concentracién inicial de lactosa en
el medio, para ambas especies de lactobacillus.
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Asi, la concentraciéon mas alta de lactosa en el
medio (61,7 g/l) corresponde a los valores de
mayor produccién de dcido lactico, 24,2 g/l para
l. casei y 19 g/l para l. plantarum, con factores
de conversi6n de sustrato de 50 y 48%, respecti-
vamente, después de setenta y dos horas de cul-
tivo. En la figura 1 se observa el aumento pro-
porcional en la concentracién de acido l4ctico al
incrementar la concentracién de la fuente de car-
bono, ademis se evidencia mayor sintesis de 4ci-
do l4ctico a partir del cultivo de L casei, que con
el de L plantarum.

El enriquecimiento del medio con una fuente de
nitrégeno propicia un aumento considerable en la
concentraci6n final de 4cido lactico; aumento que

depende del tipo de microorganismo y de la fuente
utilizada.

La concentracion mds baja de 4cido l4ctico en el es-
tudio de la fuente de nitrégeno, 23,3 g/l y 23,6 g/
para [. casei y l. plantarum, respectivamente, se
obtuvo cuando se usé peptona; estos valores su-
peran los alcanzados en un medio carente de fuen-
te de nitrégeno. La figura 2 muestra la poca inci-
dencia que tiene la peptona, a partir de 10 g/l,
sobre la produccién de dcido lactico, y permite
observar similitud en el comportamiento de am-
bos microorganismos.

Lactosa (g/l)

. L plantarum

Figura 1 Efecto de la concentracién de suero de leche sobre la sintesis de acido lactico
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Figura 2 Efecto de la concentracion de peptona sobre
la sintesis de &cido lactico

En la figura 3 se muestra el perfil de concentra-
cién del producto, dependiente de la concentra-
cién del licor de maiz, en la que los mayores va-
lores son de 28,4 g/l para el L. casei y 25,2 g/l
para l. plantarum.
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Figura 3 Efecto de la concentracion de licor de maiz
sobre la sintesis de Acido lactico

Para los niveles estudiados, un incremento en la
concentracién de licor de maiz induce mayor pro-
duccién de dcido ldctico, y se obtienen valores
muy altos en el cultivo con L. casei.

El extracto de levadura se presenta como la fuen-
te de nitrégeno mds adecuada para la produccion
de 4cido lctico en ambos microorganismos, con
la que se alcanzan concentraciones de 28,8 g/l y
28,5 g/l parael I. casei y el I. plantarum, respec-
tivamente. En la figura 4 se observa el comporta-
miento en la produccién de dcido l4ctico con res-
pecto a la concentracién inicial de extracto de le-
vadura.
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Figura 4 Efecto de la concentracion de extracto de
levadura sobre la sintesis de &cido lactico

Las figuras 2, 3 y 4 muestran tendencia similar:
aumento gradual de la concentraci6n de cido lac-
tico, como resultado del incremento de la con-
centracién de la fuente de nitrégeno, pero la con-
centracién del producto sélo alcanza aumentos
del orden de 3 g/l cuando se duplica la cantidad
de nitrégeno en el medio. La adicién de estas
fuentes de nitrégeno va acompaiiada con aumen-
to en la conversion del sustrato, que alcanza por-
centajes hasta del 66%.

El . casei es mejor productor de écido lictico
que el L. plantarum, tanto en fermentaciones su-
plementadas con fuente de nitr6geno como en
las fermentaciones no suplementadas, excepto en
el medio suplementado con peptona, en el cual
se observan concentraciones de producto muy
similares.

Conclusiones

Los diferentes resultados obtenidos sugieren que
el suero de leche, proveniente del proceso de queso
fresco, es un medio apropiado para la produc-
ci6n de 4cido l4ctico por via fermentativa, ya que
se obtienen concentraciones finales de producto
muy cercanas a las obtenidas en medios enrique-
cidos con fuentes de nitrégeno.

La adici6n de una fuente de nitrégeno, en los
niveles analizados, favorece la produccién de 4ci-
do lactico a partir de L casei y L. plantarum; sin
embargo, no se alcanzan aumentos significativos
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en la produccién que, desde el punto de vista
econdmico, justifiquen su utilizacién.

Las tres fuentes de nitrégeno: peptona, licor de
maiz y extracto de levadura, se utilizaron de ma-
nera proporcional para adicionar al medio canti-
dades similares de nitrgeno; en consecuencia, el
extracto de levadura resulté ser la fuente més
apropiada para la produccién de 4cido bajo las
condiciones evaluadas.

La especie [. casei presenta los mds altos rendi-
mientos de 4cido ldctico en fermentaciones en
suero de leche, suplementadas o no, con fuente
de nitrégeno. Para esta especie, las fermentacio-
nes donde se usé licar de maiz o extracto de le-
vadura alcanzaron la mayor concentracién de pro-
ducto, independientemente de la fuente utilizada.

De otra parte, para . plantarun, la fuente de ni-
trégeno con la cual se obtuvo la més alta con-
centracion de producto fue el extracto de levadu-
ra, en el nivel mds alto evaluado.
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