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RESUMEN

En los ultimos afios, en la industria alimentaria, se ha venido
incrementado significativamente el uso de conservadores de origen

microbiano, a partir de productos de desecho como alternativas de

soluciones a problemas ambientales, econdmicos y tecnologicos.

El suero de queso es un efluente de dificil manejo y un poderoso
contaminante, que presenta excelentes nutrientes, con un sinfin de usos.
El suero, es una materia prima para la obtencién de metabolitos mediante
el proceso de fermentacién. Es por ello, el interés de evaluar la

produccion de acido lactico a partir de este subproducto.

La composicion de lactosa del suero obtenido, resulto similar a lo

reportado en la literatura, (Zadow 1992).

En la etapa preliminar se realizaron tres fermentaciones sin control
de pH. El suero fue pasteurizado a 85°C/15 minutos, se llevo a
incubacion a 40°C por 24 horas, monitoreando la produccién de acido
lactico, el comportamiento de pH cada hora. Donde Lactobacillus
helveticus (LH) en el suero normal fue notablemente mejor que el otro.

Alcanzando un maximo de 9.5 gr/l a un pH de 4.02.

Posteriormente, se realizaron las fermentaciones finales con
control de pH y respectivamente su determinacion de lactosa y la
conversiéon de glucosa. El que presentd mayor produccién fue LH con

suero desproteinizado con el 30.85 % de conversion de glucosa.
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RESUMEN

En los ultimos anos, en la industria alimentaria, se ha venido
incrementado significativamente el uso de conservadores de origen

microbiano, a partir de productos de desecho como alternativas de

soluciones a problemas ambientales, econdmicos y tecnoldgicos.

El suero de queso es un efluente de dificil manejo y un poderoso
contaminante, que presenta excelentes nutrientes, con un sinfin de usos.
El suero, es una materia prima para la obtencién de metabolitos mediante
el proceso de fermentacién. Es por ello, el interés de evaluar la

produccion de acido lactico a partir de este subproducto.

La composicion de lactosa del suero obtenido, resulto similar a lo

reportado en la literatura, (Zadow 1992).

En la etapa preliminar se realizaron tres fermentaciones sin control

de pH. El suero fue pasteurizado a 85°C/15 minutos, se llevo a



incubacion a 40°C por 24 horas, monitoreando la produccién de acido
lactico, el comportamiento de pH cada hora. Donde Lactobacillus
helveticus (LH) en el suero normal fue notablemente mejor que el otro.

Alcanzando un maximo de 9.5 gr/l a un pH de 4.02.

Posteriormente, se realizaron las fermentaciones finales con
control de pH y respectivamente su determinacion de lactosa y la
conversiéon de glucosa. El que presentd mayor produccién fue LH con

suero desproteinizado con el 30.85 % de conversion de glucosa.



| INTRODUCCION

Uno de los problemas principales en las plantas de procesado de
alimentos es la cantidad de agua de desecho producida continuamente.
El agua se utiliza como ingrediente, como agente de limpieza, para los
procesos de ebullicion y enfriamiento, para el transporte y el
acondicionamiento de materias primas. El flujo medio de agua residual
producida por tonelada de productos lacteos es de 9-18 m®, similar al de

la cerveza de 9-11,5 m°.

La industria de los lacteos genera residuos, olores y polvo. Las
aguas residuales contienen azucares, proteinas, grasas, residuos de
aditivos. Estos agentes contaminadores implican especialmente una alta
Demanda Bioquimica de Oxigeno DBO de 0,8 a 2,5 kg/ton de leche, un
Demanda Quimica de Oxigeno DQO alrededor de 1.5*DBO, un Total de
sélidos suspendidos TSS de 100-1000 mg/l, un Total de sélidos disueltos

fésforo TSD 10-100 mg/I alrededor del 5% de DBO de nitrégeno. (Lenntech
2006).

El suero de queso es un efluente de dificil manejo y un poderoso
contaminante de las aguas por su alta demanda biolégica de oxigeno. La
contaminacién de una planta productora de quesos es comparada con la

contaminacion que produciria una poblacién de seiscientas personas.
(Gonzalez. 2004).

El extracto seco del suero se compone aproximadamente de un 70
% de lactosa. En el tratamiento de aguas residuales de las industrias
lacteas, el 70 % de la demanda biolégica de oxigeno, corresponde

exclusivamente a las necesidades para desdoblar la lactosa. (Spreer.
1991).



Un uso importante del suero es la obtencién de acido lactico a
partir de él a través de una fermentacion con bacterias lacticas. Las
especies mas importantes para esta fermentacion son Lactobacillus
delbrueckii ss. bulgaricus y Lactobacillus delbrueckii ss. delbrueckii y
recientemente se ha empezado a utilizar al Lactobacillus helveticus. Esta
fermentacion se realiza normalmente con suero desproteinizado y entre

85% y 90% de la lactosa es convertido a acido lactico en sélo 24 horas
(Garcia, Et. al. 2004).

El uso de compuestos acidulantes en la conservacion y mejora de
propiedades organolépticas en alimentos es extenso. Los acidos que
contienen uno 0 mas carboxilos son aditivos alimentarios importantes.
Estos acidos, generalmente denominados acidos organicos, son
intermediarios o productos terminales de ciclos metabdlicos basicos por
lo tanto ocurren en una gran variedad de organismos vivientes. Tales
compuestos incluyen: el acido citrico, malico, lactico, acético, tartarico,

fumarico y glucénico (Garcia, Et. al. 2004).

El acido lactico tiene multiples aplicaciones en la industria
alimentaria como aditivo y conservador en productos carnicos y lacteos,
en la industria derivada de cereales y en numerosas industrias de

bebidas (Anénimo 1).



JUSTIFICACION
Debido a la importancia del acido lactico para la industria
alimentaria, la contaminacion que se produce en las plantas productoras
de lacteos, el uso del agua y el aprovechamiento de la lactosa. El estudio

va dirigido al buen aprovechamiento del suero como sustrato para la

fermentacion.

OBJETIVO GENERAL

e Fermentacion el suero de queso para la obtencion de acido lactico.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar los cultivos de Lactobacillus delbrueckii Subsp. bulgaricus

(Lb) y Lactobacillus helveticus (LH).

o Establecer los parametros 6ptimos para la fermentacion.

e Cuantificar el acido lactico.

e Determinar la productividad de los dos cultivos.



I REVISION DE LITERATURA

2.1 FERMENTACIONES ALIMENTARIAS.

2.1.1 FERMENTACION.

La fermentacién ha sido considerada durante muchos siglos como
un arte, la elaboracién de vino se practica desde hace mas de 10.000
afos, los egipcios ya producian cerveza en los afios 5.000-6.000 a. C. y
también la elaboracién de queso en los afos 5.000 a. C. La fermentacion
se viene realizando desde hace aproximadamente 10.000 afios antes de

que se conociera la existencia de los microorganismos.

La palabra fermentacion ha sufrido evoluciones, primero este
término se utilizé para describir el burbujeo que se produce durante la
vinificacidon, después del descubrimiento de Pasteur, la palabra paso a
utilizarse para describir la actividad microbiolégica y después la actividad

enzimatica.

2.1.2 DEFINICION.

La fermentacién implica el uso de microorganismos para realizar
transformaciones de materia organica, catalizadas por enzimas; es un
proceso anaerobico, o parcialmente anaerdbico, de oxidacion de los

hidratos de carbono.

2.1.3 MICROORGANISMOS EN LA FERMENTACION.

Los microorganismos tienen a su disposicidon, en la materia prima

de origen, carbohidratos, proteinas, grasas, minerales y otros nutrientes

menores, degradando primero a los carbohidratos, después a las



proteinas y las grasas. El primer requerimiento de la actividad microbiana
es la energia, por lo tanto, existe un orden de preferencia. Asi pues
también hay un orden de ataque entre los compuestos derivados del
carbono, primero los azucares, después los alcoholes y después los

acidos organicos.

Los microorganismos para el proceso de fermentacion deben

presentar tres caracteristicas especiales:

e Deben desarrollarse rapidamente en un sustrato y ambiente
adecuados, y ser facilmente cultivados en grandes
cantidades.

e Deben tener la capacidad de mantener constancia
fisiolégica, y producir facil y abundantemente enzimas
esenciales.

e Las condiciones ambientales requeridas para el maximo
desarrollo y produccion deben ser comparativamente

simples.

Los microorganismos utilizados en las fermentaciones deben
producir grandes cantidades de enzimas, que son las sustancias

reactivas que controlan, las reacciones quimicas en la fermentacion.

2.1.4 TIPOS DE FERMENTACIONES ALIMENTARIAS.

Los productos derivados de la fermentaciéon son muy variados,
esto es debido al tipo de fermentacion que se lleva a cabo, entre ellas se

encuentran a las siguientes:

e Fermentacion acidolactica, se divide en dos:
a) Fermentacion homolactica (industria lactea).
b) Fermentacion heterolactica (productos vegetales).

e Fermentacion alcohdlica.



¢ Fermentacion acética.

e Fermentaciones malolactica.
e Fermentacion maloalcohdlica.
e Fermentacion propionica.

e Fermentacion butirica.

e Fermentacion 2,3-butilenglicol

e Fermentacion acido-mixta

2.1.5 FERMENTACION LACTICA.

El acido lactico es el producto principal de la fermentacion lactica,
en algunos casos es el unico producto final (homofermentacion) y en

otro se producen ademas lactato, etanol y acetato (heterofermentacion).
La ruta metabdlica de la fermentacion lactica comienza con la
glucosa, para que se inicie a partir de lactosa es necesario que se
produzca una escision hidrolitica de la misma, por la accion de la enzima
lactasa. (Casp y Abril 1999).
2.1.6 DIVISION DE LA FERMENTACION LACTICA.
La fermentacion lactica, se divide en dos tipos, que son:

2.1.6.1 FERMENTACION HOMOLACTICA

La fermentacion homolactica, es aplicada en la industrial lactea.

Unicamente se produce lactato, mas del 90 %. El cual se puede resumir:

CsH1206 — 2CH3; — CHOH — COOH

Glucosa ac. Lactico



La fase inicial de la fermentacion homolactica es, la glicdlisis, via
de Embden-Meyerhof-Parnas, obteniéndose acido piravico. La
lactodeshidrogenasa actua sobre el acido, que cierra el ciclo oxidativo
iniciado durante la glicélisis con la oxidacion del gliceraldehido-3-fosfato a

acido 3-fosfoglicérico. (Figura 1). (Casp y Abril 1999).
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Fig. 1 Fermentacion homolactica.

En el balance energético de la fermentacion se forman dos

moléculas de ATP por cada molécula de azucar metabolizada.

Se producen dos moléculas de acido lactico por cada molécula de

glucosa.



2.1.6.2 FERMENTACION HETEROLACTICA

Fermentacion heterolactica, es la que ocurre en productos
vegetales. Se produce una menor cantidad de acido lactico, 50%; con

incrementos de etanol, 30% y CO», 17%. Que se puede resumir:

CeH120s — CH3 — CHOH - COOH + CH3— CH; —OH + CO;

Glucosa ac. lactico Etanol

La via empleada en este caso es la de las pentosas-fosfato. El
punto de partida es la glucosa-6-fosfato que es oxidada a &cido 6-
fosfogluconico, el cual sufre wuna descarboxilacion oxidativa
transformandose en una pentosa, ribulosa-5-fosfato. Se produce una
isomerizacion de este a xilulosa-5-fosfato, a continuacion se produce una
roptura de la molécula con formacion de un compuesto de dos C, el

acetilfosfato, y uno de tres C, el gliceraldehido-3-fosfato.

A partir de este punto el gliceraldehido-3-fosfato toma la via de la
glicdlisis y llega acido piruvico y éste por reduccion a acido lactico. El
acetilfosfato, es reducido a alcohol etilico para asegurar la reoxidacion de
dos moléculas de NADH,. En el curso de la degradacion de una molécula
de hexosa se tiene la formacion de tres NADH»: una por la oxidacién de
la glucosa a acido gluconico, una por la oxidaciéon con descarboxilacion
del acido glucénico a ribulosa y otra por la oxidacion del aldehido-3-

fosfoglicérico a acido 3-fosfoglicérico. (Figura 2). (Casp y Abril,1999).
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Fig. 2 Fermentacion heterolactica



2.2 BACTERIAS LACTICAS.

Las bacterias lacticas pertenecen a la familia Lactobacteriaceae,
clasificadas por Orla Jensen en 1920. Los géneros mas importantes son:
Streptococcus y Lactobacillus. Los géneros restantes no fermentan la
lactosa o lo hacen de una manera irregular, produciendo en poca

cantidad acido lactico.

Son gram +, catalasa -, esféricas o alargadas, inmdviles, no

esporuladas. No poseen la citocromo-oxidasa.

Anaerobios facultativos o microaerdfilos (soportan tensiones
reducidas de oxigeno); con poco crecimiento en superficie, mayor en

profundidad.

Exigentes en nutricion nitrogenada, requieren mezclas compleja de
aminoacidos; vitaminica, especialmente de las vitaminas del complejo B;

y sales minerales.

Los disacaridos (lactosa, sacarosa, maltosa) son mejores
alimentos que las hexosas de las que estan formados (glucosa, fructosa,

galactosa) (Alais, 1980).



2.2.1 CLASIFICACION DE LAS BACTERIAS

a) Grupo homofermentativo

Bacterias que solamente forman indicios de productos accesorios junto

con acido lactico, que representa del 90 al 97% de lactosa fermentada

l.- Thermobacterium.
(Lactobacillus).
- Bastoncitos alargados, asilados o en cadenas cortas.
- Termdfilos (temperatura optima entre 40 y 50°C).
- Acidificantes muy enérgicos, hasta el 2.7 % de acido inactivo o
levogiro.

- Actividad caseolitica notable.

.- Streptobacterium.
(Lactobacillus).
- Bastoncitos cortos, en cadenas.
- Temperatura optima hacia 30°
- Acidificacion muy lenta, pera acusada (1% y mas), acido inactivo o
dextrégiro.

- Actividad caseolitica.

.- Streptococcus
- Formas esféricas, cadenitas de longitudes diversas, que pueden
ser muy

Cortas en los medios solidos.



b) Grupo heterofermentativo

La produccion de acido es mas débil; ademas del acido lactico se

forma otros acidos, sustancias diversas y gas (CO.).

IV.- Bifidobacterium.

- Bastoncitos que se ahorquillan en los cultivos viejos.
- Producen acido acético en proporcion elevada y acido lactico
dextrégiro

- Anaerobios: abundantes en las heces de los lactantes.

V.- Betabacterium.
(Lactobacillus).
- Forman en bastoncito, produccion de gas, de acido succinico,
etcétera.

- No acttan sobre la caseina. Acido lactico inactivo.

VI.- Betacoccus
(Leuconostaoc).
- Formas esféricas, semejantes a los streptococos, pero el acido
lactico producido es levogiro.
- Proceden de los vegetales en descomposicion, remolachas,
etcétera.
- Fermentan las pentosas y descomponen las pectinas.

- Fermentacion viscosa con la sacarosa y produccion de mucilago.

2.2.2 GENERO STREPTOCOCCUS.



Bacterias lacticas mesodfilas homofermentativas pertenecientes al
grupo seroldgico N. producen de 0.8 a 1 % de acido lactico en leche

tornasolada ya que tienen la mayor actividad reductora.

Estos streptococos son los agentes habituales de la coagulacion
de la leche abandonada a la temperatura ambiente; constituyen los
fermentos lacticos cultivados entre 20° - 30°C, lo cual es zona de 6ptimo

crecimiento. Se desarrollan aun a 10 ° C, o menos, pero no a 45 °C.

2.2.3 GENERO LACTOBACILLUS.

Tienen forma alargada; la relacion longitud — diametro es muy
variable, acidifican la leche menos rapido que los estreptococos; en este
género se encuentran los mayores productores de acido lactico, hasta de
2.8 %. Los lactobacilos soportan hasta valores de pH de 3.5. SU
actividad caseolitica es debida a la presencia de proteinasas activas. Sus
usos industriales se extienden entre otros en las leches fermentadas y en

productos vegetales (Alais, 1980).

2.2.3.1 LACTOBACILLUS BULGARICUS.

Iniciador termdfilo, utilizado en combinacion con otros
microorganismos en los iniciadores destinados a la elaboracion de

yogurt y algunos quesos. Posee granulos metacromaticos.

Thermobacterium grupo serolégico E. produce acido D (-) lactico.
No produce amoniacos a partir de la arginina, no tiene capacidad de
fermentar tantos azucares como lactobacillus lactis. Puede fermentar la

lactosa y celobiosa pero no la amigdalina, maltosa o manitol.

Requiere de vitaminas y aminoacidos como factores de
crecimiento. La temperatura 6ptima de crecimiento es aproximadamente
40 °C. (Robinson 1987a).



2.2.3.2 LACTOBACILLUS HELVETICUS

Iniciador termdfilo, utilizado en combinacion con otros iniciadores
en la elaboracién de diferentes quesos. Colonias desde rugosas a
rizoides, de 2-3 mm de diametro y normalmente de color blanco a gris

claro. No posee granulos metacromaticos.

Thermobacterium, grupo serolégico A. produce acido DL lactico.
No produce amoniaco a partir de arginina. Puede fermentar la lactosa,
pero no a la amigdalina, manitol, salicina, sacarosa o celobiosa. Requiere

medios complejos. Su temperatura 6ptima de crecimiento 40-42 °C.
(Robinson 1987a).

2.3 SUERO DE LECHE

2.3.1 DEFINICION.

El suero de queso es el liquido resultante de la coagulacién de la
leche durante la elaboracion del queso. Se obtiene tras la separaciéon de
las caseinas y de la grasa, constituye aproximadamente el 90% del

volumen de la leche (Garcia, Et. al. 2004).

2.3.2 CARACTERISTICAS

El suero, es un liquido color amarillento-verde, ligeramente
pegajoso, que por su condicion de producto liquido y perecedero dificulta
su manejo, por lo cual debe procesarse pocas horas después de ser
eliminado de la cuajada del queso para preservar su calidad, debido a la
variabilidad en su composiciéon, y esto dificulta su transporte y

comercializacion ( Desrosier, 1997).



Segun su acidez, el suero se divide en suero dulce (coagulacion
por cuajo) con pH mayor a 5.8, suero medio acido con pH entre 5.8 y 5.0
y suero acido (coagulacion acida) con pH menor a 5.0. En México se

produce principalmente suero dulce y medio acido (Garcia, Et. al. 2004).

2.3.3 COMPOSICION QUIMICA DEL SUERO.

Su composicién varia dependiendo de las caracteristicas de la
leche y de las condiciones del queso de que proceda, pero, en términos
generales contiene: 4.9% de lactosa, 0.9% de proteina cruda, 0.6% de
cenizas, 0.3% de grasa, 0.2% de acido lactico y 93.1% de agua.
Aproximadamente 70 % del nitrégeno total, corresponde a proteina
cruda, la cual tiene un valor nutritivo superior al de la caseina, y es
compuesta por la [ -—lactoglobulina, la a-lactoalbumina, las
inmunoglobulinas, la proteosa-peptona y las enzimas nativas; el resto lo
forman aminoacidos, urea, creatina, amoniaco y acidos nucleicos.
Ademas, el suero contiene las vitaminas hidrosolubles de la leche,

cuadro 1 (Garcia, Et. al. 2004).



Cuadro 1. Composicidon quimica del suero

Suero Dulce Suero acido
Acidez (pH) 5.6 -6.1 4.7
Humedad (%) 93.2-93.6 93.2
Solidos Totales (%) 6.8-6.4 6.8
Contenido de Sdlidos (%)
Lactosa 49-51 43-44
Proteina 0.8-0.9 0.8
Grasa <0.05 <0.05
Acido Lactico 0.2 0.5-0.6
Cenizas 0.6-0.7 0.8
Minerales (%)
Calcio 0.05 0.10
Foésforo 0.05 0.08
Hierro 0.001 0.001
Potasio 0.16 0.14
Sodio 0.5 0.05
Vitaminas (mg/100g)
Vitamina A <10 <10
Tiamina 0.04 0.04
Riboflavina 0.16 0.14
Niacina 0.08 0.08
Acido Pantoténico 0.40 0.40
Vitamina Be 0.03 0.04

Fuente: Zadow, 1992,



2.3.4 PRODUCCION DE SUERO.

La produccion de suero esta relacionada directamente con la

produccién de queso, el rendimiento de queso es del 10% aproximado;

por consiguiente el rendimiento de suero es del 90%. La Unidon Europea

es el principal productor de quesos seguido por los Estados Unidos.

México ocupa el octavo lugar con una produccion de 138,000 toneladas,

por lo tanto; la cantidad de suero producido por las industrias lacteas es

de 1°242,000 litros para el 2006. En la siguiente cuadro 2 se observa la

produccion de paises productores de quesos, y su comportamiento en los

7 anos anteriores.

Cuadro 2. Produccion mundial de queso.

Miles de toneladas

Pais/ afio
1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006
Australia 320 373 374 413 368 389 376 395
Brasil 434 445 460 470 460 470 480 495
Canada 329 328 329 350 342 305 307 308
E.U
3,581 3,746 | 3,747 3,877 | 3,881 | 4,026 | 4,145 | 4,275
Japon 35 34 34 36 35 35 37 38
Meéxico 126 134 140 145 126 134 136 138
Nueva
Zelanda 245 297 281 312 301 308 300 295
Otros
990 999 1,050 1,017 990 1,099 1,181 1,229
Rusia 285 220 260 340 335 350 355 360
Unién
Europea 5,290 5,861 5,865 5993 | 6,100 | 6430 6,515 | 6,580




Total
10,781 11,619 | 12,540 12,953 | 12,938 | 13,546 13,832 | 14,113

Fuente: Anénimo 2

2.3.5 IMPORTANCIA DE LA LACTOSA.

La lactosa es el carbohidrato mas abundante de la leche; es un
disacarido formado por una molécula de glucosa y galactosa constituye
del 50 — 54%. Sirve como sustrato a bacterias presentes en el intestino
del hombre, dando como productos los acidos organicos. Para que la
lactosa sea utilizada, deber ser hidrolizada por la lactasa. (Santos 1995). La
lactosa en el suero constituye el 70% del extracto seco (Spreer. 1991), de
acuerdo a la produccién de suero se estima la cantidad de 869,400
toneladas de lactosa para el afio 2006. El 70% de la demanda bioquimica
de oxigeno corresponde para desdoblar a la lactosa por lo tanto se
necesita 1'593,900 Kg. de oxigeno; de la fermentacién del suero se
pueden producir solventes, acido de grado alimentario, proteinas
microbianas, enzimas, gomas, estabilizadores de alimentos antibiéticos y

energia (Zadow 1992)

2.3 ACIDOS ORGANICOS.

Los acidos organicos usados en la industria de los alimentos son
aceético, atipico, fumarico, succinico, fosférico, malico, citrico, tartarico. La
mayoria de estos acidos estan presentes en alimentos naturales de

origen vegetal, como manzanas, platanos, peras, papas y zanahorias.

Se encuentran abundantemente en los sistemas naturales donde
desempenan funciones muy diversas desde metabolitos intermediarios
hasta componentes de sistemas tampon. (Fennema 2000). Las funciones de
los acidos son de amortiguador de pH, sinérgicos con los antioxidantes,
depresores de la actividad de agua, previenen reacciones de

oscurecimiento, saborizantes e inhibidores de crecimientos microbiano
(Badui 1984).




2.4.1 ACIDO LACTICO

El acido lactico fue descubierto en 1780 por Sheele como
causante de la acidificacion y consiguiente cortado de la leche. No fue
sino hasta mediados del siglo XIX que Pasteur demostré que el acido

lactico es producido por microorganismos presentes en la leche (Garcia,
Et. al. 2004).

El acido lactico fue el primer acido organico manufacturado por
fermentacion, comenzando en 1880 utilizando tres especies de
lactobacilos: Lb. delbrueckii, Lb, leishmanni y Lb. bulgaricus. Se realizaba
a temperatura entre 45 — 50°C, utilizando hidrolizados de almidén
preparados con enzimas o acidos. (Lee 2000). La etapa limitante y costosa
en su produccion es su recuperacion del caldo fermentativo y su posterior
purificacion para poder cumplir con las normas de calidad en usos

alimentarios (Garcia, Et. al. 2004).

La primera planta comercial fermentativa se cre6 en 1881. En este
tiempo se sustituia los tartratos empleados en los polvos de reposteria
por lactato calcico. A partir de esa fecha la produccién de acido lactico
por fermentacién adquirié gran importancia. Actualmente se produce a

partir de azucar de maiz, melazas y suero.

El mercado mundial se estima en 30,000 toneladas al ano con

50% cubierto por el método de fermentacién.
2.4.2 TIPOS DE ACIDO LACTICO.
El acido lactico se presenta en dos formas épticamente activas, los

isomeros D (-) y L (+), y una forma Opticamente inactiva (mezcla

racémica), DL. La configuracion L (+) es la unica asimilable por humanos



y animales. La forma D (-), no siendo tdxica, es meramente excretada, un
consumo excesivo produce efectos adversos por acumulaciéon en la
sangre (Garcia, Et. al. 2004).

2.4.3 USOS DEL ACIDO LACTICO.

Los usos del acido lactico son numerosos como en la
alimentacion, en las fermentaciones, en la fabricacidon de productos

farmacéuticos y en la industria quimica

Como acidificante, se emplea en confiteria y fabricacion de
extractos, esencias y zumos de frutas, limonadas, jarabes, en el curado
de la carne y en las conservas de pescado y vegetales, en los extractos
de malta en la manufactura de cerveza, en la salmuera de la preparacién
de aceitunas, fabricacién de levadura y en la fabricaron de bebidas

efervescentes.

En la industria quimica se emplea en el tefiido de seda y otros
textiles, como mordente en el estampado de la lana, en la preparacion de
cueros, en el decalado de pieles, en el curtido vegetal, y como fundente

en las pastas de soldar.

También los lactatos tienen empleos importantes. El lactato calcico
se emplea en los polvos de reposteria, en la panificacion y en productos
farmacéuticos. El lactato de hierro se emplea en farmacia; el lactato
sédico para ayudar a retener la humedad en algunos productos, como el
tabaco. El lactato de cobre es un agente muy importante en un nuevo

proceso de electrodeposicion de metales. (Prescott 1962).



Il MATERIALES Y METODOS

3.1 LUGAR

El estudio se efectud en las instalaciones de los Laboratorios de
Productos Lacteos del Departamento de Produccion Animal y de

Nutricion y Alimentos de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro.

3.2 SUERO NORMAL Y DESPROTEINIZADO

El suero normal y desproteinizado se extrajé de la fabricacion de
queso fresco (tipo panela), obteniéndose un rendimiento de 84 % de
suero y el resto de queso y requesoén. La leche fue obtenida de ganado

lechero Holstein, del establo lechero de la UAAAN.

3.3 CULTIVOS INICIADORES

En el estudio se utilizaron dos tipos de cultivos liofilizados

comerciales denominados Lb 4 y LH 0.91

Cuadro 3 Cultivos liofilizados empleados en la produccion de

acido lactico a partir del suero lacteo.

CLAVE ESPECIES PROVEDOR
Lb 4 L. delbrueckii, bulgaricus sp | Cultivo Sacco lyofast
LH 0.91 Lactobacillus helveticus Cultivo Sacco lyofast

3.4 MATERIALES




Se emplearon reactivos, cultivos comerciales y materiales de vidrio

de uso comun de laboratorio.

3.5 EQUIPO

¢ Autoclave All American, Modelo 1941-X

e Balanza semianalitica Ohaus, Modelo TS 120
¢ Incubadora Blue M, Modelo 100 A

e Potenciometro Hanna, Modelo HI 991001

e Fermentador omni-culture, Modelo 207852

3.6 METODOLOGIA.

3.6.1 Determinacion de parametros 6ptimos de fermentacion.

Para determinar los parametros O6ptimos se llevaron acabo
fermentaciones preliminares de suero normal y suero desproteinizado sin
control de pH, se observaron las cinéticas de fermentacion de produccion
de acido lactico asi como el comportamiento de pH, durante un periodo
de 24 horas.

3.6.2 Cinéticas de fermentaciones del suero normal vy
desproteinizado con control de pH.

Posterior a la obtencidén de parametros 6ptimos, se llevaron a cabo
las fermentaciones finales. Para realizar la fermentaciéon, se empled
suero normal y desproteinizado previamente pasteurizado y enfriado.
Para la inoculacion, se empled un inéculo de Lb 4 y LH 0.91. Enseguida
se incubd a 40 ° C durante un periodo de 24 horas controlando el pH a
5.5 con hidréxido de calcio al 10%. A cada hora se tomaron muestras
para determinar la produccion de acido lactico, y elaborar su cinética de

fermentacion.



3.6.3 Determinacion de lactosa en suero normal vy

desproteinizado fermentado y sin fermentar.

Después de la fermentacién del suero, se llevd acabo la
determinacion de lactosa. A continuacion se menciona el método

aplicado.

La lactosa se determind por el método de Lane y Eynon. (Egan, Et.
al 1993).

3.6.4 Conversién de glucosa.
Una vez determinada la lactosa, se llevd acabo el calculo de
conversion de glucosa (CG) de la fermentacién de suero normal y

desproteinizado, para los dos cultivos empleados.

Para calcular CG se uso la siguiente formula (Serna 2005).

CG=100*(So-S)/So

Donde:
So: Glucosa inicial (g/l)

S: Glucosa final (g/l)



3.6.5 Disefio experimental

El disefio experimental que se uso en el presente estudio, es el a

continuacion se menciona; (Olivares, 1994).

e Disefilo completamente al azar con arreglo factorial (2X2)

Modelo Estadistico.
Yijk = p + ai + B + (aB)ij +

Donde:

M= Media general

ai = Efecto de factor A en nivel i
Bj = Efecto de factor B en nivel |
(ap)ij = Interaccion de Ay B

eijk = Error Experimental ~ N (0, o?).



IV RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Determinacion de los pardmetros Optimos de
fermentacion.

En figura 3 Se muestran las medias de los valores obtenidos
durante las cinéticas de fermentacién del suero normal y desproteinizado

con los dos cultivos empleados.

Figura 3 cinética de fermentacion de suero normal vy
desproteinizado a 40 °C/ 24 hrs.
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Lb 1 L. delbrueckii subsp bulgaricus. Suero desproteinizado.
Lb 2 L. delbrueckii subsp bulgaricus. Suero normal.
LH 1 Lactobacillus helveticus. Suero desproteinizado.

LH 2 Lactobacillus helveticus. Suero normal.



En el cuadro 4 Se muestran las medias, de la produccién del acido
lactico en porcentaje, de la fermentacion de suero normal vy

desproteinizado con los dos cultivos empleados.

Cuadro 4 Promedio de la produccion del acido lactico en

porcentaje, de la fermentacién de suero normal y desproteinizado.

Lb LH
Suero Normal 0.58 % 0.96 %
Suero Desproteinizado 0.33% 0.48 %

Lb L. delbrueckii subs bulgaricus.

LH Lactobacillus helveticus.

De acuerdo al comportamiento de la produccion de acido lactico
mostrado en la figura 3, el cultivo que presenté mayor velocidad de
produccion es Lactobacillus helveticus en suero normal obteniendo el
0.95% que corresponde a 9.5 gr/lt de acido lactico a las 24 horas de
fermentacion. El cultivo que presentd menor producciéon fue Lactobacillus

delbrueckii con el 0.33%, en suero desproteinizado.

Se observd que con suero normal se presenta mayor produccion
con los dos cultivos por el pH inicial del suero. En el caso contrario, se
debe por la velocidad lenta de produccién debido por el proceso de
obtencion de suero desproteinizado. EI pH que presenta este suero

dificulta al crecimiento de las bacterias.




En figura 4 se muestran las medias del pH de la fermentacion del

suero normal y desproteinizado.

Figura 4 Comportamiento de pH de la fermentacion de suero

normal y desproteinizado a 40 °C/ 24 hrs.
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Lb 1 L. delbrueckii subs bulgaricus. Suero desproteinizado.
Lb 2 L. delbrueckii subs bulgaricus. Suero normal.
LH 1 Lactobacillus helveticus. Suero desproteinizado.

LH 2 Lactobacillus helveticus. Suero normal.

En el cuadro 5 se muestra el promedio del comportamiento del pH

durante la fermentacién de suero normal y desproteinizado

Cuadro 5 Promedio del comportamiento del pH de la fermentacion

de suero normal y desproteinizado.

Lb LH
Suero normal 4.28 4.02
Suero desproteinizado 4.02 3.99

Lb L. delbrueckii subs bulgaricus.

LH Lactobacillus helveticus.




De acuerdo con Prescott (1962), la fermentacion transcurre de modo
inmejorable cuando el pH esta dentro de la zona acida pero cercano a la
neutralidad, lo que tiende a producirse por la adicion a la masa en
fermentacion de agentes neutralizantes. De acuerdo al comportamiento
del pH mostrado en la figura 4, se determiné controlar la fermentaciéon a
un pH de 5.5. Se observé que la mayor velocidad de produccién de acido
lactico se presentd durante la quinta y décima hora de fermentacion,
dentro de los pH entre 4.0 y 5.8. La velocidad de produccion disminuye
dentrode lospH de 4.0y 3.0

4.2 Determinacion de lactosa en suero normal y desproteinizado,

fermentado y sin fermentar

En cuadro 6 Se muestran las medias de la determinacion de
lactosa en suero normal y desproteinizado, sin fermentar y de la

fermentacion con los dos cultivos.

Cuadro 6 Promedio de la determinaciéon de lactosa en suero

normal y desproteinizado, sin fermentar y de la fermentacién.

. Fermentacion Sin fermentar
Cultivo
Normal | Desproteinizado Normal Desproteinizado
.. helveticus 2.87% 3.21% 4.75% 4.65%
L. delbrueckii | 2.77% 2.88% 4.18% 4.54%

De acuerdo con Zadow. (1992); no existe mucha variacién con el
resultado obtenido en el laboratorio con el método de Lane y Eynon. La
concentracion de azucar se ajusta del 5 al 20%, segun la naturaleza de la
materia prima y las condiciones del proceso. Prescott (1962). La falta de
micronutrientes como iones metalicos pueden ser requeridos como
cofactores en las reacciones enzimaticas; y de macronutrientes como
nitrégeno, foésforo, potasio y sodio pueden limitar el crecimiento de las

bacterias utilizadas Ghaly (2003)



4.3 Porcentaje de conversion de glucosa, de la fermentacion del

suero normal y desproteinizado.

En cuadro 7 Se muestran los porcentajes de conversion de

glucosa de la fermentacion del suero normal y desproteinizado.

Cuadro 7 Porcentajes de conversién de glucosa de la fermentacion

del suero normal y desproteinizado

Suero LH Lb
Normal 39.99 33.72
Desproteinizado 30.85 36.45

Lb L. delbrueckii subs bulgaricus
LH Lactobacillus helveticus

El porcentaje de conversion es baja respecto a la literatura,
cuando se adiciona diferentes tipos de nutrientes en concentraciones de
5,10 y 15 g/l, se observa un 92.0% de conversion después de 24 horas.
Ghaly (2003); debido por la concentracion de lactosa natural del suero ya
que en esta investigacion no se esta adicionando nutrientes y azucar

como método de aceleracion de la fermentacion.



4.4 Cinéticas de fermentaciones del suero normal vy

desproteinizado con control de pH.

En figura 5 Se muestra el promedio de las cinéticas de
fermentacion de la produccién de acido lactico con pH controlado del

suero normal.

Figura 5 Cinética de produccion de acido lactico con control de pH

5.5, del suero normal.
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Por otro lado, de acuerdo al resultado obtenido del analisis de
varianza (anexo 3), se mostré que no hay diferencias entre las medias de
los tratamientos, es decir, que no hay diferencias de produccion de acido
lactico entre los tratamientos, con un coeficiente de varianza (C.V) de
24.07%. Después se utilizaron las graficas de produccién de acido lactico
para concretar cual es el tiempo en que hay mas produccion, que se
aprecia en figura 5, en el que se observa que en el suero normal, con
Lactobacillus helveticus presenté la mayor velocidad de produccion a la
octava hora de fermentacion con 1.4 gramos de acido lactico, a las 24

horas de fermentacién se obtuvieron 6.5 gr/l con el 39.99 % de



conversion de glucosa. Con Lactobacillus delbrueckii su velocidad es
mas lenta, por lo tanto, es menos productivo con 0.5 gr/l de acido lactico
a la séptima hora de fermentacion, a las 24 horas de fermentacion se

obtuvieron 4.1 gr/l. con el 33.77% de conversion de glucosa.

En figura 6 Se muestra el promedio de las cinéticas de
fermentacion de la produccidn de acido lactico con pH controlado del

desproteinizado.

Figura 6 Cinética de produccion de acido lactico con control de pH

5.5, del suero desproteinizado.
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De acuerdo al resultado obtenido del analisis de varianza (anexo
3), mostrd, que no hay diferencias de produccion de acido lactico entre
los tratamientos, con un coeficiente de varianza (C.V) de 24.07%.
Después se utilizaron las graficas de produccion de acido lactico para
concretar cual es el tiempo en que hay mas produccion, que se aprecia
en figura 6, en el que se observa que el suero desproteinizado,
Lactobacillus delbrueckii presentd mayor velocidad de produccion a la

sexta hora de fermentacién con 1.4 gr/l de acido lactico igual que con



Lactobacillus helveticus en suero normal, a las 24 horas de fermentacion
se obtuvieron 6.7 gr/l mayor que Lactobacillus helveticus en la
fermentacion con suero normal, con una conversion de glucosa de
36.45% menos que Lactobacillus helveticus en suero normal. Con
Lactobacillus helveticus la mayor velocidad de produccién ocurre en la
séptima hora de fermentacién con 1.2 gr/l de acido lactico, a las 24 horas

de fermentacion se obtuvieron 7.8 gr/l.



a)

b)

d)

V CONCLUSIONES

El suero, por su contenido de lactosa es uno de los mejores
sustratos para el proceso de fermentacion para la obtencién de

acido lactico.

Se mostré que la fermentacién con suero normal utilizando LH sin
control de pH presenté una mayor produccion de acido lactico,

comparado con el otro cultivo y suero, bajo las mismas condiciones.

El pH 6ptimo de fermentacién para los dos cultivos es de 5.5 ya que
es el parametro donde las bacterias presentan mayor velocidad de
produccion. Si caen dentro de los pH de 4.0 y 3.0 su velocidad de

produccion disminuye lentamente.

Se mostré que la fermentacién con suero desproteinizado utilizando
LH con control de pH se obtuvo la mayor produccion de 7.8 gr/l a
las 24 horas de fermentacion. Por lo tanto es el mas productivo con

solo el 30.85 % de conversion de glucosa.



VI RECOMENDACIONES

En relacibn a los resultados obtenidos en la presente
investigacion, se resalta la importancia de la lactosa del suero en dar
nuevas alternativas, sobresaliendo entre ellos la obtencion de metabolitos
por fermentacion, con la finalidad de aprovechar al maximo sus

componentes y disminuir la contaminacion.

Por otro lado, también es importante realizar fermentaciones con

adicion de aceleradores de fermentaciones como cofactores.

Se recomienda hacer pruebas de fermentacion al utilizar cultivos
mixtos o0 microorganismos modificados genéticamente, para la
produccion de acido lactico. Asi como, aplicaciones en alimentos de

humedad intermedia.
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VIII ANEXOS.

1. Obtencidén de suero normal.
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'

FILTRACION

'

PASTEURIZACION

'

ENFRIAMIENTO

'

INCORPORACION
DE CUAJO Y CaCl,

'

COAGULACION

'

MANEJO MECANICO
DE LA CUAJADA

| " |

PRENSADO SUERO
Y MOLDEADO DULCE

A 4
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Figura No. 1 Diagrama de flujo de elaboracién de queso fresco

2. Obtencién de suero desproteinizado

SUERO DULCE (previamente acidificado / 12 hrs.)

'

TRATAMIENTO TERMICO (85-90°C/20min.)

'

ENFRIAMIENTO

'

REPOSO

'

FILTRACION

v

SUERO
DESPROTEINIZADO

Figura No.2 Diagrama de flujo de obtencién de suero desproteinizado.



3. Analisis de varianza.

Resultados promedio obtenidos de las cinéticas de fermentaciones
finales del suero normal y desproteinizado con los dos cultivos.

LH 1 Lb 1 LH2 |Lb2

1 0 0 0 0
2 0 0 0 0
3 0 0.1 0 0
4 0 0.1 0.1 0.1
5 0.1 0.1 0.5 0.5
6 0.3 0.2] 05 1.4
7 0.9 05] 12 0.6
8 1.4 04| 03 0.5
9 0.1 03| 02 0.1
10 0.3 02| 0.2 0.5
11 0 0.1 0.7 0
12 0.2 0.1 1 0.9
13 0.8 0] 041 0.1
14 0.1 02| 05 0.9
15 0.6 0] 07 0.5
16 0.5 0.5 1 0.2
17 0.1 04| 0.1 0.1
18 0.6 02| 0.1 0.1
19 0.1 02| 0.1 0.1
20 0.1 0 0 0.1
21 0 0.1 0 0
22 0.3 0.3 0 0
23 0 0.1 0.3 0
24 0 0] 02 0
Total 6.5 41| 7.8 6.7

LH 1 Lactobacillus helveticus normal
Lb 1 Lactobacillus delbrueckii desproteinizado
LH 2 Lactobacillus helveticus normal
Lb 2 Lactobacillus delbrueckii desproteinizado

Analisis de varianza de los dos cultivos
Variable: acido lactico. (gr/l)

FV GL SC CM F P>F
Factor A 1 3.644958 3.644958 1.3703NS 0.307
Factor B 1 3.644989 3.644989 1.3703NS 0.307
Interaccion 1 3.125031 3.125031 1.1748NS 0.341
Error 4 10.640045 2.660011
Total 7 21055023

NS: No hay diferencias.
C.V.=24.07%






