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INTRODUCCION

La explotacion de los desechos industriales se aprecia
por el cuidado del medioambiente y por el ahorro
econémico. En este sentido, el lactosuero es el subproducto
mas abundante de las industrias lacteas. Su uso permitira
disminuir los grandes volumenes de este subproducto y los
consecuentes problemas de contaminacion para generar dos
productos de alto valor agregado que no se producen en
nuestro pais, el acido lactico (AL) y el acido polilactico
(APL). Sin embargo, las tecnologias basadas en lactosuero
estan aun en vias de desarrollo debido a sus altos costos.

La via biotecnologica es indispensable para producir
AL opticamente puro (Ghaffar et al., 2014). Panesar et al.
(2010) y Garcia et al. (2013) obtuvieron acido L(+) lactico
por fermentacion de suero de queseria empleando
Lactobacillus casei. De manera similar, Schepers et al.
(2004) y Urribarri et al. (2006) obtuvieron el par racémico
del acido lactico a partir de Lactobacillus helveticus en
procesos en 2 etapas y continuo, respectivamente.

El objetivo de este trabajo es producir AL a partir de la
fermentacion del lactosuero utilizando una cepa de
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus para luego
separarlo del mosto de fermentacion utilizando tecnologia
de membranas. Esta es una primera etapa en la sintesis de
AL puro, para poder ser utilizado como precursor del APL.

METODOS

A. Materiales y Reactivos
Agua destilada, Agar Man Rogosa Sharpe (MRS), Caldo
MRS, peptona de carne (Britania), suero en polvo (Santa
Maria) con un contenido de lactosa de 80% p/p, NaOH
(Cicarelli, 97 % de pureza), soluciones de NaOH 1 N
(Cicarelli), NaOH 0.1 N (Cicarelli) y 1.25 % p/v, solucion
de HCI 0.1 N (Anedra), y Kit de Gram (Britania), acido
fosforico 50% p/p (Cicarelli), NHAOH 28% p/p (Anedra),
extracto de levadura (Merk), triptona (Merk) y Tween 80
(Sigma-Aldrich) como antiespumante. Ferrocianuro de
potasio (Biopack), Solucion acuosa de azul de metileno al
1%, Lactosa monohidratada (Cicarelli), Sulfato de zinc
(Cicarelli), Sulfato de cobre cristalino (Cicarelli), Tartrato
de sodio y potasio (Cicarelli).

B. Fermentacion Lactica

Para la fermentacion se empleé un fermentador de
vidrio de 1L con tapa de acero inoxidable equipado
con agitador mecanico, termOémetro  digital,
manometro, calefaccion externa mediante
recirculacion de agua proveniente de un baflo
termostatizado, controlador de pH, y reservorio con
solucion de hidroxido de amonio 28 % p/p para la
correccion de pH mediante apertura de valvula
solenoide (Fig. 1).

Fig. 1: Sistema de Fermentacion (A: controlador de
pH, B: agitador mecanico, C: fermentador, y D: bafio
termostatico)

- Preparacion del mosto: Se preparé una solucién 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 IL. El pH se ajusto a pH=4,25 con una solucién de
acido fosforico 50% (por debajo del punto isoeléctrico de
las proteinas), y se esterilizo 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/1) como fuente de nitrégeno y se
adiciond6 1 g/l de Tween 80 como antiespumante.
Finalmente se ajusté a pH=6 con solucion de NaOH 1 N.

- Microorganismo y condiciones de cultivo: cepa de
Lactobacillus  delbrueckii subsp. bulgaricus ATCC N°
11842, que representa a una subespecie de Lactobacillus
con buena capacidad de produccion de acido lactico a partir
de lactosuero.
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- Reactivacion del microorganismo y preparacion del
inoculo: 1 ml del conservado se sembré en 10 ml de Caldo
MRS, se incub6 a 37 °C durante 24 h y luego se realizo una
resiembra en las mismas condiciones. Este precultivo se
sembrd en 100 ml de mosto y se incubo a 37 °C durante 24
h.

- Condiciones de fermentacion: se trabajo a 37 °C y pH=6
por un periodo de 33 h.

A lo largo de las fermentaciones se verifico la
presencia del AL mediante Cromatografia Gaseosa (CG) y
Cromatografia Gaseosa-Espectrometria de Masas (GC-MS)
y se midi6 el contenido de lactosa mediante la técnica de
Felhing, Causse y Bonnans (FCB). Para la Cromatografia
se empled un cromatégrafo de gases con detector de
ionizacion de flama (GC/F.LD.) CLARUS 600/FID,
Inyectores Programable Split/Splitless (PSS), bajo las
siguientes condiciones de analisis: tipo de columna, DB 5
(Agilent Tech. 122-5552) (5% fenil metil silicona 95%).

Resultados

En la Figura 2 se muestran los Cromatogramas
obtenidos a los 5 minutos y a las 12 y 24 horas de
comenzada la fermentacion, asi como también los
correspondientes espectros de GC-masa para cada uno de
los picos. Como era de esperar se observa formacion de AL
a lo largo del tiempo y la formacion del dimero lactido a las
24 h de reaccion.

oH

4 05 minutos . T ,_,-_-;"o

oL | / ]
3 n | oH
E |4
"""""'I'"""‘l_‘""'r i = . i 42 swaws w
T T AN W W&

£ ) e [ & i3

12:00 hiras . ], : 0

B YT TP T

Fig 2. Cromatografia Gaseosa y Cromatografia Gaseosa-
Espectrometria de Masas (GC-MS) para la fermentacion de
la cepa Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus.

Por otra parte, en la Fig. 3 se muestra la evolucion de
lactosa mediante la técnica de Felhing, Causse y Bonnans
(FCB) donde se observa que la maxima conversion se

encuentra entre las 12 y 24 horas de comenzado el proceso
de fermentacion y la conversion final fue de 81,26 %. Este
resultado es similar a los reportados en la literatura
(Sanchez et al, 2007; Panesar et al., 2007, Ramos-
Izquierdo et al., 2009).
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Fig. 3. Evolucion del contenido de lactosa durante la
fermentacion.

CONCLUSIONES
Los resultados demostraron que el lactosuero puede ser
empleado como medio de fermentacion para la obtencion
de acido lactico con una conversion del 81,26 % utilizando
cepas del género Lactobacillus con buena resistencia a la
acidez y buena capacidad de acidificacion tal como

Lactobacillus  delbrueckii ~ subsp.  bulgaricus. La

productividad del acido lactico alcanz6 un valor de 1,41 g I

h'l,

En futuros trabajos se empleara el acido lactico
obtenido para obtener acido polilactico.
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