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Resumen—La explotacion de los desechos industriales se
aprecia por el cuidado del medioambiente y por el ahorro
economico. En este sentido, el lactosuero resulta atractivo
para producir dcido polilictico, pero su bajo rendimiento en
acido lactico limita su uso. El objetivo de este trabajo ha sido
seleccionar cepas de bacterias acido lacticas con buena
capacidad acidificante para ser empleadas en la produccion de
acido lactico a partir de lactosuero. En esta primera etapa, se
aislaron 35 cepas de bacterias dcido lacticas obtenidas de S
muestras de suero y 2 muestras de leche cruda de la Region
Centro de nuestro pais. Las cepas resultaron, en su mayoria,
mesofilas y homofermentantes, y las seleccionadas fueron las
denominadas SM1, R3 y Llc3 (lactococos) y M3 y L4c2
(lactobacilos). Los lactococos resultaron mas rapidos para
acidificar que los lactobacilos, con una disminuciéon de pH y
una produccién de acido a las 48 h de 2,5 unidades y 1 g/L, y
1,6 unidades y 0,7 g/L, respectivamente. La cepa L4c2 se usé
como indculo para la obtenciéon de acido lactico por
fermentacién de lactosuero con un rendimiento aproximado
del 50%.
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1. INTRODUCCION

na de las estrategias utilizadas para abaratar los costos

de produccion de acido polilactico es emplear como

materia prima desechos agricolas o suero de queseria,
subproductos que son abundantes en nuestro pais. El suero
es el subproducto mas abundante de las industrias lacteas y
es fuente inagotable de cepas de bacterias acido lacticas
(BAL) capaces de fermentar la lactosa presente a acido
lactico.
La via biotecnoldgica es indispensable para producir acido
lactico opticamente puro [1]. Panesar et al. (2010) [2] y
Garcia et al. (2013) [3] obtuvieron acido L(+) lactico por
fermentacion de suero de queseria empleando Lactobacillus
casei. De manera similar, Schepers et al. (2004) [4] y
Urribarri et al. (2006) [5] obtuvieron el par racémico del
acido lactico a partir de Lactobacillus helveticus en
procesos en 2 etapas y continuo, respectivamente. Sin
embargo, los bajos rendimientos de 4cido lactico
empleando lactosuero hacen necesario buscar nuevos
microorganismos que posean buena capacidad acidificante
y mayor resistencia a las condiciones de fermentacion [6].
Ademas, la utilizacion de cultivos lacticos comerciales en
sustitucién de la microbiota autdctona podria llevar a la
pérdida de las cepas nativas a largo plazo [7].

Existen numerosos trabajos que involucran el aislamiento,
identificacién y caracterizacion de BAL provenientes de
quesos y otros productos lacteos para ser empleados como
cultivos iniciadores y mejorar las caracteristicas de los
productos [8]- [15]. Por otra parte, Mondragon et al. (2006)
[16] aislaron e identificaron BAL a partir de leche agria,
con el objeto de emplearlas en la produccion de biomasa
utilizando lactosuero como sustrato. De manera similar
Sanchez et al. (2007) [17] emplearon una fermentacion
extractiva para la produccion y separacion de 4cido lactico,
usando lactosuero como sustrato 'y Lactobacillus
delbrueckii spp. bulgaricus como inoculo. Hasta el
momento no se han encontrado en la literatura trabajos
sobre el aislamiento de BAL y su posterior empleo en la
produccion de APL.

En esta primera etapa de la investigacién se aislaron,
purificaron y conservaron 25 cepas de BAL obtenidas de 5
muestras de sueros frescos provenientes de la elaboracion
de quesos cremosos y 10 cepas obtenidas de 2 muestras de
leche cruda de la region Centro del pais. Ademas se
seleccionaron 5 cepas de interés tecnologico, por ser las que
demostraron tener la mejor capacidad acidificante. Una de
las cepas seleccionadas se usd como indculo en la
obtencion de acido lactico por fermentacion de lactosuero,
El acido lactico sera empleado, en la segunda etapa de la
investigacion, para la sintesis de APL.

II. METODOLOGIA

A. Materiales

Agar y caldo Man Rogosa Sharpe (MRS), Caldo MRS,
peptona de Carne, leche en polvo descremada con un
contenido de carbohidratos de 52 g/L (La Serenisima),
suero en polvo (Santa Maria) con un contenido de lactosa
de 80 g/L, soluciones de NaOH 1 N y NaOH 0. IN, solucion
de HCI 0.1 N,y Kit de Gram, acido fosforico 50% p/p,
hidroxido de amonio 28% p/p, extracto de levadura,
triptona y Tween 80 como antiespumante.

Para la reconstitucion de la leche se prepar6 una solucion
de 100 g/L con agua destilada y se esteriliz6 a vapor fluente
durante 30 minutos.

B. Aislamiento,  purificacion, identificacion  y

conservacion de los cultivos puros

Se tomaron 50 ml de la produccion del dia de las
correspondientes muestras de suero y leche cruda en
envases recolectores estériles. Las muestras fueron
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refrigeradas y conservadas a -4 °C hasta el momento de su
uso (dentro de las 24 h luego de la toma de muestra). Se
aislaron, purificaron y conservaron 5 cepas de BAL
obtenidas de cada muestra. Las muestras de sueros frescos
provenientes de la elaboracién de quesos cremosos, fueron
suministradas por las empresas Santa Maria (San Francisco,
Cordoba, Argentina), Ramolac (Ramona, Santa Fe,
Argentina), Manfrey (Freyre, Cérdoba, Argentina), Don
Silvano (Josefina, Santa Fe, Argentina), y Sancor (Devoto,
Cordoba, Argentina) mientras que las correspondientes a
leche cruda fueron provistas por 2 tambos de las localidades
de San Bartolo y Freyre de la provincia de Cérdoba.

La metodologia empleada para el aislamiento,
purificacion, identificacion y conservacion de las BAL a
partir de cada muestra se plasma en la Fig. 1.
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Fig. 1: Metodologia de obtencion de los aislados de BAL (aislamiento,
purificacion, obtencion de los cultivos puros, identificacion preliminar y
conservacion).

Para el aislamiento se prepararon diluciones seriadas 1/10
(10"a 10”) en agua peptonada (1 g/L) y se sembraron 1 ml
de cada una de ellas en profundidad en Agar MRS,
incubandolas durante 24-48 h a 37°C. Se escogieron 5
colonias puntiformes, blancas o translicidas, que se
sometieron a una doble purificaciéon mediante la técnica de
siembra en estrias en placas de Agar MRS. A partir de cada
una de las cepas purificadas se realizaron resiembras en
tubos con Agar MRS distribuido en forma de picos de
flauta, que se incubaron a 37°C durante 24-48 h a fin de
obtener cultivos puros o monoclonales para los ensayos
posteriores. La generacion de gas, puesta de manifiesto por
el desplazamiento del medio agarizado hacia arriba dentro
del tubo de ensayo, permitié reconocer el comportamiento

metabdlico heterofermentante.

Las pruebas bioquimicas realizadas constituyeron un primer
paso para la identificacion preliminar de los aislados como
pertenecientes al grupo de las BAL. Estos ensayos fueron
los siguientes: tincion de Gram, prueba de la catalasa (es
caracteristico de las BAL ser aerotolerantes y catalasa
negativas) y prueba de propagacion de los aislados en leche
a 37 y 42 °C, determinando asi su caracter de mesofilas o
termofilas.

Para la preparacion del indculo de la prueba de propagacion
en leche se tomo6 material celular con ansa ojal de las estrias
de los tubos en pico de flauta A y se realizaron dos
resiembras consecutivas en 10 ml de Caldo MRS, las cuales
fueron incubadas a 37 °C durante 24 h. Luego se sembraron
2 tubos de ensayo conteniendo 10 ml de leche estéril con 1

ml de indculo y se incubaron a 37 y 42 °C, durante 24-48 h.
Las BAL meso6filas se caracterizaron por la rapida
formacion de un coagulo que lucié mas definido en el tubo
a 37 °C, en comparacion con el formado a 42 °C,
observandose lo opuesto para las BAL termofilas.

Para la conservacion se tomd material de las colonias del
tubo en pico de flauta B y se realizaron 2 resiembras
consecutivas en 10 ml de Caldo MRS, incubando a 37 °C
durante 24 y 12 h. Luego se centrifugd el tltimo cultivo
(12 h) a 3000 rpm durante 15 minutos, se desecho el
sobrenadante y se re-suspendio el sedimento en 5 ml de
Caldo MRS con el agregado de un 15% (v/v) de glicerol.
Estas suspensiones celulares concentradas se distribuyeron
en crioviales para su conservacion a -80 °C.

C. Seleccion de cepas con mayor capacidad acidificante

Se seleccionaron 5 cepas (de las 35) con mayor
capacidad acidificante y resistencia a la acidez producida,
que al mismo tiempo demostraron mayor rapidez en la
disminucion de pH. Para la preparacion del inéculo se
sembr6 1 ml de los conservados en 10 ml de Caldo MRS, se
incub6 a 37 °C durante 24 h y luego se realizd una
resiembra en las mismas condiciones. Para cada una de las
cepas se inocularon 6 frascos con 100 ml de leche estéril
con 1 ml de inoculo, el que poseia una concentracion
celular comprendida entre 1x10°* y 1x10° ufe/ml. Se midio
la acidez titulable y el valor de pH a las 0, 8, 24 y 48 h de
incubacion a 37 y 42 °C. Se emple6 un pHmetro marca
HANNA y un electrodo HI 8424 para medir el pH. Para la
medicion de acidez se titularon 10 ml de muestra con
NaOH 0,1 N, utilizando fenolftaleina como indicador.

D. Fermentacion Lactica

Para la fermentacion se empled un fermentador de vidrio
de 1L con tapa de acero inoxidable equipado con agitador
mecanico, termometro digital, mandmetro, calefaccion
externa mediante recirculacion de agua proveniente de un
bafio termostatizado, controlador de pH, y reservorio con
solucion de hidroxido de amonio 28 % p/p para la
correccion de pH mediante apertura de vélvula solenoide

(Fig. 2).

e

Fig. 2: Foto que muestra el sistema de fermentacion (A: controlador de
pH, B: agitador mecénico, C: fermentador, y D: baflo termostatico)
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Preparacion del mosto: Se prepard una solucion con un
contenido de lactosa de 4,5% a partir de 56 g de suero en
polvo y 800 ml de agua destilada en un frasco autoclavable
de 1L. El pH se ajust6 a pH=4,25 con una solucion de acido
fosforico 50% (por debajo del punto isoeléctrico de las
proteinas), y se esterilizd a vapor fluente. Las proteinas
precipitadas se separaron por filtracion al vacio. El suero
desproteneizado se enriquecié con extracto de levadura (20
g/l) y triptona (10 g/l) como fuente de nitrogeno y se
adicion6 1 g/l de Tween 80 como antiespumante.
Finalmente se ajust6é a pH=6 con solucién de NaOH 1 N.

Reactivacion del microoganismo y preparacion del
inoculo: 1 ml del conservado de una de las 5 cepas
seleccionadas se sembrd en 10 ml de Caldo MRS, se incub6
a 37 °C durante 24 h y luego se realiz6 una resiembra en las
mismas condiciones. Este precultivo se sembrd en 100 ml
de mosto y se incub6 a 37 °C durante 24 h.

Condiciones de fermentacion: se trabajé a 37 °C y pH=6
por un periodo de 24 h. El avance de la fermentacion se
sigui6 por titulacion de la lactosa mediante la técnica de
Felhing, Causse y Bonnans (FCB). Al final de la
fermentacion las células se inactivaron por tratamiento
térmico a 100 °C durante 30 min.

III. RESULTADOS Y DISCUSION

Los aislados de BAL mostraron morfologia y formas de
agrupacion variadas tales como cadenas cortas, en pares o
agrupacion irregular y en su mayoria resultaron ser

mesoéfilos y homofermentantes. Todos los aislados
mostraron ser Gram positivos, catalasa negativos y
aerotolerantes.

Las BAL con mayor capacidad acidificante y resistencia
a la acidez producida, que al mismo tiempo demostraron
mayor rapidez en la disminucién de pH, resultaron ser las
cepas denominadas SM1, R3 y L1c3 (lactococos) y M3 y
L4c2 (lactobacilos). Los lactococos resultaron mas rapidos
para acidificar que los lactobacilos, con una disminucién de
pH y una produccion de 4cido de 2,5 unidades y 1 g/L, y
1,6 unidades y 0,7 g/L, respectivamente.

En la Figura 3 se detallan las evoluciones de pH y acidez
titulable para la cepa empleada en la fermentacion (L4c2).

En relacion a la fermentacion, en la Fig. 4 se muestra la
evolucion de lactosa donde se observa una conversion final
de aproximadamente 50%. Este resultado es bueno y es
comparable con los reportados en la literatura [11] y [17].
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Fig. 3. Evolucion del pH y de acidez del aislado seleccionado L4c2.
6

gde 5
lact/100 ml
de suero

0 3 6 9 12 15 18 21 24
t [h]

Fig. 4. Evolucion de lactosa durante la fermentacion empleando el aislado
seleccionado L4c2.

IV. CONCLUSIONES

Se aislaron, purificaron y conservaron 35 cepas de BAL
presentes en 5 muestras de lactosuero y 2 muestras de leche
cruda de 7 empresas de la region Centro del pais, y se
seleccionaron 5 cepas que revelaron buena capacidad
acidificante. Una de las cepas seleccionadas se empled para
la obtenciéon de 4cido lactico por fermentacion de
lactosuero con un rendimiento aceptable aproximado del
50 %. Esto permite concluir que la microbiota presente en
leches y lactosueros de la region centro del pais es una
potencial fuente de cepas con caracteristicas tecnologicas
interesantes.

Las cepas seleccionadas por su mayor capacidad de
produccion de 4cido lactico se  caracterizaran
taxondomicamente aplicando técnicas bioquimicas, y se
emplearan para la posterior obtencion de APL.
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