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RESUMEN 

 

El lactosuero es el residuo de la industria quesera que si es vertido sin un tratamiento 

adecuado tiene un elevado valor de DBO siendo 1000 L de lactosuero equivalente a las aguas 

residuales producidas por 450 personas/día.  Asimismo, considerando que casi el 90% del 

volumen de la leche es lactosuero, cuya composición principal es lactosa (45–50 g/L), 

proteínas (6–8 g/L), lípidos (4–5 g/l) y sales minerales (4–6 g/l) este podría ser 

reutilizado. Entre los usos que se le pueda dar, debido a su alta composición de lactosa, es 

como materia prima para la producción de ácido láctico, lo cual permitiría darle un valor 

agregado al lactosuero. El ácido láctico es un ácido orgánico que se obtiene de forma natural 

y que tiene múltiples usos en la industria alimentaria, cosmética, farmacéutica y química y 

actualmente se viene usando como materia prima para la producción de ácido poliláctico 

(PLA) que es un biopolímero que lo convierte en una alternativa prometedora para la 

sustitución de los plásticos que derivan de petroquímicos. La producción de ácido láctico a 

partir de fermentaciones biológicas se realiza usando bacterias ácido lácticas (BAL) como 

las del género Enterococcus y Lactobacillus que según la especie pueden generar una 

configuración láctica D (-), L (+) o DL. Es así como, en la presente tesis se ha aislado cepas 

pertenecientes al Enterococcus faecalis, se determinó sus condiciones óptimas de 

crecimiento y se obtuvo ácido láctico en fermentaciones batch con lactosuero 

desproteinizado y sin desproteinizar, con las cepas sin y encapsuladas en perlas de alginato 

al 4% y 5% de cloruro de calcio. Además, se determinó las condiciones óptimas de 

purificación del ácido láctico. Se encontró que hay una variación entre las características 

físicas (densidad) y químicas (espectros de FTIR) del ácido láctico obtenido, así como en su 

rendimiento siendo el mayor rendimiento usando el lactosuero desproteinizado y cepas sin 

activar. Se determinó que el Enterococcus faecalis en fermentación batch con la cepa sin 
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activar y sin ser encapsulada, en lactosuero desproteinizado y purificado a 40°C por 1 hora 

(concentración de ácido láctico) obtuvo el mayor rendimiento de 16.92%, seguida de la cepa 

encapsulada al 5% de CaCl2, fermentada en lactosuero desproteinizado y purificado a 45°C 

por 5 h para la concentración de ácido láctico con un rendimiento de purificación 8.33%. 

 

Palabras claves: Lactosuero, ácido láctico, Enterococcus faecalis. 
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ABSTRACT 
 

Whey is the residue from cheese industry that, if it is discharged without any treatment has 

a high BOD value, with 1000 L of whey being equivalent to the wastewater produced by 

450 people/day. Likewise, considering that almost 90% of the volume of milk is whey whose 

main composition is lactose (45–50 g/L), proteins (6–8 g/L), lipids (4–5 g/L) and salts 

minerals (4–6 g/l) this could be reused. Among the uses that can be given to it, due to its 

high lactose composition, it could be used as a raw material for the production of lactic acid, 

which could give added value to the whey. Lactic acid is an organic acid that is obtained 

naturally and has multiple uses in the food, cosmetic, pharmaceutical and chemical industries 

and is currently being used as a raw material for the production of polylactic acid (PLA) 

which is a biopolymer that makes it a promising alternative to replace plastics derived from 

petrochemicals. The production of lactic acid from biological fermentations is carried out 

using lactic acid bacteria (LAB) such as those of the genus Enterococcus and Lactobacillus 

that, depending on the species, can generate a lactic D(-), L(+) or DL configuration. Thus, 

in this thesis, strains belonging to Enterococcus faecalis have been isolated, their optimum 

growth conditions were determined and lactic acid was obtained in batch fermentations with 

deproteinized and non-deproteinized whey, with the strains without and encapsulated in 

alginate beads at 4 % and 5% calcium chloride. In addition, the optimal purification 

conditions for lactic acid were determined. It was found that there is a variation between the 

physical (density) and chemical (FTIR spectra) characteristics of the lactic acid obtained, as 

well as in its performance, with the highest yield using the deproteinized whey and 

inactivated strains. It was determined that the Enterococcus faecalis in batch fermentation 

with the inactivated strain and without being encapsulated, in deproteinized whey and 

purified at 40°C for 1 hour (lactic acid concentration) obtained the highest yield of 16.92%, 
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followed by the encapsulated strain at 5% Cl2Ca, fermented in deproteinized whey and 

purified at 45°C for 5 h for the concentration of lactic acid with a purification yield of 8.33%. 

 

Keywords: Whey, lactic acid, Enterococcus faecalis. 
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INTRODUCCIÓN 

 

La inadecuada disposición del lactosuero proveniente de la industria láctea por la 

elaboración de los quesos ocasiona una alta contaminación de los cuerpos acuíferos 

debido principalmente al contenido de lactosa, el cual lo convierte en una materia prima 

de alto interés para su aprovechamiento. Por lo que, el sector industrial lácteo es uno de 

los mayores factores perjudiciales del agua, donde se estima que el 55% es usado para la 

elaboración de otros productos alimenticios y el 45% son desechados en ríos, lagos y 

aguas residuales, o en el suelo, lo que ocasiona impactantes problemas de contaminación 

como la afectación de la estructura del suelo física y químicamente con una disminución 

en el rendimiento de cultivos agrícolas (1). Por otro lado, cuando este es desechado en el 

agua, produce una reducción de la vida acuática, al agotar el oxígeno disuelto (1). 

Asimismo, es importante precisar que el 90% de la leche usada en la elaboración del 

queso es desechada como lactosuero, el cual contiene lactosa, proteínas, lípidos y sales 

minerales (1). Por lo tanto, gracias al significativo contenido de lactosa en el lactosuero, 

este residuo se convierte en una materia prima de alto interés para la producción de ácido 

láctico.  

El ácido láctico es un ácido orgánico que se obtiene de forma natural por 

extracción del azúcar de la leche o de forma sintética a partir de azúcar de caña, de uva o 

de almidón y que presenta una amplia gama de aplicaciones, utilizado especialmente en 

productos alimenticios, químicos, cosméticos y farmacéuticos siendo en Estados Unidos 

utilizado en un 85% en la industria alimentaria y el 15% para industrias no alimenticias 

(2). Hoy en día, se puede apreciar un aumento en la demanda de ácido láctico como 

materia prima para la producción del ácido poliláctico (PLA), el cual es un biopolímero 

con propiedades que lo clasifican como amigable para el medio ambiente. Es una 

alternativa biodegradable, biocompatible y prometedora en la sustitución de los plásticos 

que derivan de petroquímicos. 

Actualmente, en nuestro país no hay muchas investigaciones en el 

aprovechamiento del lactosuero y es por ello, que se ha visto la síntesis de ácido láctico a 

partir de este residuo, a través de una tecnología amigable con el medio ambiente. A su 

vez, este ácido láctico puede ser utilizado para la obtención de plásticos. Para la síntesis 

de ácido láctico a través de la fermentación se usa a las bacterias ácido láctica (BAL) que 
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son Lactobacillus, Enterococcus y Streptococcus capaces de consumir el lactosuero para 

producir el ácido láctico como resultado de la fermentación de la lactosa. Entre las cepas 

de Lactobacillus se tiene al Lactobacillus helveticus, Lactobacillus delbrueckii subsp. 

Bulgaricus, Lactobacillus casei y Lactobacillus acidophilus, entre otros y entre las del 

género Enterococcus se tiene a Enterococcus faecalis, Enterococcus lactis, Enterococcus 

camelliae, entre otros. Según la especie usada de microorganismos se puede generar una 

configuración ácido láctico D (-), L (+) o DL. 

Para la realización de fermentación se puede usar cepas en estado libre o cepas 

inmovilizadas en perlas de alginato. Las cepas inmovilizadas se ha visto que incrementan 

la viabilidad de las cepas, además que al estar encapsuladas solo se generaría en el medio 

de cultivo los productos de la fermentación y al momento de purificar ya no se tendría a 

las cepas microbianas, por lo que, el uso de cepas inmovilizadas facilitaría la purificación 

del ácido láctico.  

Por lo tanto, en la presente investigación, se ha propuesto la obtención de ácido 

láctico a través de la fermentación batch de lactosuero con cepas nativas provenientes del 

mismo. Asimismo, no solo se buscó obtener ácido láctico sino evaluar la influencia del 

uso de las cepas nativas encapsuladas en perlas de alginato y de forma libre en la 

obtención del ácido láctico, tanto en sus características fisicoquímicas como en el 

rendimiento.  
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HIPÓTESIS 

 

Dado que, las técnicas de inmovilización brindan una mayor estabilidad a las funciones 

cinéticas de los microorganismos, es probable mejorar la producción de ácido láctico 

mediante el encapsulamiento de las cepas nativas. 
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VARIABLES INDEPENDIENTES 

 

Variables independientes Indicadores 

Tipo de lactosuero 
• Lactosuero desproteinizado 

• Lactosuero proteinizado 

Disposición de las cepas 
• Cepas libres o sin encapsular 

• Cepas encapsuladas 

Forma de uso de cepas sin encapsular 
• Cepas activadas 

• Cepas no activadas 

Concentración de CaCl2 en cepas 

inmovilizadas 

• 4% 

• 5% 

Temperatura y tiempo de concentración en 

purificación de ácido láctico 

• 60°C por 45 minutos 

• 40°C por 1 hora 

• 45°C por 5 horas 

• 40°C por 5 horas 

VARIABLES DEPENDIENTES 
 

Variables dependientes Indicadores 

Concentración de ácido láctico Acidez g / L (Ac. Láctico) 

Rendimiento de ácido láctico % m/v 

Color de ácido láctico Amarillento 

Transparente 

Blanquecino 

Densidad de ácido láctico g/L 

Características químicas Caracterización funcional por FTIR 
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OBJETIVOS  

 

a. Objetivo general 

Evaluar la influencia del encapsulamiento de cepas homofermentativas en la 

obtención del ácido láctico a partir de lactosuero. 

 

b. Objetivos específicos 

• Caracterizar física y químicamente el lactosuero. 

• Aislar e identificar por técnicas microbiológicas y moleculares cepas 

homofermentativas nativas para la producción de ácido láctico. 

• Determinar las condiciones óptimas de crecimiento de las cepas nativas. 

• Obtener ácido láctico por fermentación del lactosuero usando cepas 

nativas en forma encapsulada y en suspensión. 

• Caracterizar mediante espectroscopía infrarroja el ácido láctico producido 

por cepas nativas. 
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CAPÍTULO I 

1. MARCO TEÓRICO 

 

1.1. LACTOSUERO 

El lactosuero es el subproducto de la elaboración del queso que está compuesto por 

lactosa, proteínas y minerales; el cual posee en mayor cantidad a la lactosa que puede ser 

usada como sustrato en la fermentación (3). Según Baldasso et al. (4) la producción 

mundial de suero se encuentra alrededor de 180 a 190 × 106 toneladas / año; de esta 

cantidad solo se procesa el 50%. A partir de este porcentaje, el suero se trata y transforma 

en varios alimentos y piensos. Mayormente, la mitad de esta cantidad se utiliza 

directamente en forma líquida, en un 30% como suero de queso en polvo, 15% como 

lactosa y sus subproductos y el resto como concentrados de proteína de suero de queso 

(5). 

El suero láctico puede ser dulce y ácido cuya composición nutricional se muestra 

en la Tabla 1. 

Tabla 1. Composición de lactosuero dulce y ácido 

Componente 
Lactosuero 

dulce 

Lactosuero 

ácido 

Sólidos totales (%) 6.5 5.2 

Lactosa 4.9 4.3 

Proteína 0.8 0.6 

Nitrógeno no proteínico (% del total) 22 27 

Ácido láctico 0.15 0.75 

Cenizas 0.56 0.46 

pH 6.2 4.6 

Fuente: Extraído de Domínguez et al. (6). 
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El tipo del lactosuero depende de la preparación del queso, según Salazar et al. (3) 

principalmente de la eliminación de la caseína que en el caso del lactosuero dulce se 

produce la coagulación por la renina a un pH de 6.5. Mientras que el lactosuero ácido es 

producido por la acidificación o uso de ácidos orgánicos o minerales para la coagulación 

(7).  

Debido a su elevada concentración de proteínas, gran cantidad de minerales y 

vitaminas posee múltiples usos comerciales como en la elaboración de “[…] etanol, 

ácidos orgánicos, bebidas no alcohólicas, bebidas fermentadas, biomasa, concentrados, 

aislados e hidrolizados de proteína, películas comestibles, medio de soporte para 

encapsular sustancias, producción de xantana, enzimas, separación de la lactosa para fines 

endulzantes en alimentos” (8). Entre otras aplicaciones como se indica en la Figura 1:  

 

Figura 1. Posibles usos del lactosuero artesanal según su tipo 

Fuente: Extraído de Mazorra-Manzano y Moreno-Hernández (9). 

 

Como se observa en la Figura 1 uno de sus usos es para la obtención de ácido láctico 

a través de la biotecnología, lo cual es llevado en un proceso de fermentación láctica, 

comúnmente conducida en modo batch utilizando cepas homofermentativas conocidas 

como bacterias ácido lácticas (BAL) que son del género Lactobacillus, Streptococcus y 

Enterococcus (10) a su vez suplementando el medio con fuentes de complejos 
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nutricionales como licor de maíz, malta o extracto de levadura. Como resultado de este 

proceso, podría establecerse la disminución del contenido de lactosa, produciendo 

principalmente ácido láctico y otros metabolitos que pueden actuar como componentes 

aromáticos (11). Asimismo, este lactosuero puede usarse sin haber recibido un 

tratamiento como la desproteinización (donde se desnaturalizan las proteínas y precipitan) 

y sin desproteinizar, es decir usarlo tal cual es recolectado, esto se usó para la obtención 

de ácido láctico y su posterior conversión a ácido poliláctico (11).  

La desproteinización del lactosuero tiene como fin la eliminación de las proteínas 

para lo cual hay diversos métodos, entre ellos, se somete el lactosuero a un proceso de 

autoclavado a 121°C y 1.2 psi durante 15 minutos, para luego filtrarlo al vacío (11). 

1.2. ÁCIDO LÁCTICO 

El ácido láctico o ácido 2-hidroxipropanoico (CH3-CHOHCOOH) es un ácido 

orgánico, el cual se encuentra valorado por su aplicación en diferentes industrias, tales 

como: alimentos, farmacéutica, química, cosmética y su potencial en la producción de 

polímeros biodegradables (12). Es en este rubro, que actualmente hay un aumento en la 

demanda de ácido láctico como materia prima para la producción del biopolímero 

denominado ácido poliláctico (PLA) el cual representa una alternativa muy beneficiosa, 

por ser biodegradable, biocompatible, amigable con el ambiente y prometedora en la 

sustitución de los plásticos derivados de petroquímicos (12), (13). 

El ácido láctico se puede obtener por dos métodos, por síntesis química (por la 

hidrólisis del lactonitrilo) y por fermentación de hidratos de carbono, disponiendo de un 

proceso económico y fácilmente disponible (14). De acuerdo con el primer proceso, se 

obtiene una mezcla racémica de los ácidos lácticos, mientras que el segundo conduce a 

un estereoisómero de ácido láctico D (-) o L (+). Es de mayor efectividad el segundo 

método, puesto que, en la actualidad, el 90,0 % de la producción mundial de ácido láctico 

se consigue por fermentación (13). 

Existen dos isómeros ópticos, el D(-) láctico y el L(+) láctico y una forma racémica 

constituida por fracciones equimolares de las formas L(+) y D(-) (15). Cabe destacar que 

el isómero D(-) es nocivo para el metabolismo humano y puede generar principalmente 

acidosis y descalcificación (16). Sin embargo, el ácido L(+) láctico es clasificado por la 

FDA como una sustancia GRAS, generalmente reconocido como seguro para uso como 
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aditivo alimenticio (16). Se ha reportado que el isómero L(+) lo asimilan los humanos 

mediante la producción de la enzima L-lactato deshidrogenasa (17). Con respecto a su 

estado físico, las dos formas ópticamente activas como la racémica se encuentran en 

formas líquidas, incoloras y solubles en agua y alcohol, y no soluble en cloroformo y éter 

de petróleo (18). Pero en estado puro, se encuentran en estado sólido, siendo altamente 

higroscópicos y de punto de fusión bajo. Las formas isoméricas del ácido láctico se 

muestran en la Figura 2 y sus propiedades en la Tabla 2.  

Tabla 2. Propiedades fisicoquímicas del ácido láctico 

Fórmula C3H6O3 

Peso molecular 90,08 

Índice de refracción 1,4414 

Punto de fusión 52.8 (D), 53 (L) y 16.8 (DL) 

Punto de ebullición 125-140 ºC 

Gravedad específica 1206 

Calor de combustión 3616 cal/g 

Constante de disociación (pKa) 3.83 (D); 3.79 (L) 

Viscosidad 40,33 mNsm-2 

Densidad a 20°C 1,249 

Constante dieléctrica 22ε 

    Fuente: Adaptado de Serna-Cock y Rodríguez-de Stouvene (19) y de Komesu et al. (20). 

 

Figura 2. Formas ópticas del ácido láctico (a) L-ácido láctico y (b) D-ácido láctico 

Fuente: Extraído de Medina et al. (18). 
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Los isómeros puros tienen un mayor valor que los isómeros racémicos debido a que 

son usados en industrias específicas como, por ejemplo: 

• L (+) ácido láctico es usado en la síntesis de ácido poliláctico L (+), en la industria 

alimentaria y medicina debido a que la conversión de L (+) ácido láctico se 

metaboliza más rápido que el D (-) ácido láctico (20). 

• D (-) ácido láctico es usado para la producción de ácido poliláctico D (-) (20). 

Los isómeros puros del ácido láctico pueden ser obtenidos por fermentación 

microbiana a partir de una fuente renovable (21) lo que muestra las ventajas sobre la 

síntesis química, como se muestra en la Figura 3.  

 

Figura 3. Síntesis química y biotecnológica de ácido láctico 

Fuente: Extraído de Torre Pascual (21) 

1.3. PRODUCCIÓN BIOTECNOLÓGICA DE ÁCIDO LÁCTICO 

La producción biotecnológica se lleva a cabo a través de fermentaciones 

microbianas que según Castro Cedeño (14) actualmente llega a un 90% de la producción 

de ácido láctico debido a que se realiza a bajas temperaturas y, por ende, bajo 

requerimiento energético y se obtiene un isómero de alta pureza. El isómero obtenido va 

a depender del microorganismo utilizado (16).  
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 Para la producción biotecnológica de ácido láctico no solo he ha visto a partir de 

lactosuero sino que puede ocurrir a partir de fuentes que contengan glucosa como fibras 

de alfalfa, residuos de manzanas, celobiosa, glucosa, glicerol, hidrolizados 

lignocelulósicos, lodo de producción de papel, caña de azúcar y madera hidrolizada (20) 

utilizando microorganismos del género Lactobacillus, Streptococcus, Peiococcus, 

Aerococcus, Leuconostoc y Corine que pueden producir ácido láctico L, D o DL (14).  

1.3.1. Factores que influyen en la fermentación microbiana 

Como todo proceso de fermentación las condiciones de operación y el tipo de 

sustrato y microorganismo influyen en el proceso. Entre ellos se tiene a:  

1.3.1.1. Temperatura de fermentación 

La temperatura de fermentación va a depender de la temperatura óptima de 

crecimiento microbiano del microorganismo utilizado.  

1.3.1.2. pH 

El valor del pH también es un factor clave para que ocurra o no la fermentación 

microbiana. Debido a que posee una influencia alta para la generación de ácido láctico ya 

que durante el proceso de fermentación ocurre una caída brusca del pH, lo cual puede 

afectar a la viabilidad microbiana y por ende en el rendimiento de obtención de ácido 

láctico. Sin embargo, este va a depender del microorganismo.  

1.3.1.3. Sustrato 

El sustrato influye en el rendimiento de obtención de ácido láctico y a su vez en la 

etapa de purificación del ácido láctico. Se suele usar azúcares puros o biomasa 

proveniente de alimentos o de la preparación de ellos que tienen el beneficio de tener altos 

rendimientos y bajo costo en la purificación; sin embargo, sus costos suelen ser elevados 

(21). Por lo que, es importante la búsqueda de otros tipos de sustratos que sean más 

económicos. Es importante precisar que las bacterias lácticas en su mayoría no 

metabolizan las pentosas. Asimismo, además de la fuente de carbono es importante otros 

requerimientos nutricionales como altas concentraciones de fuente de nitrógeno, etc. (21). 

Por ende, a veces se suele agregar aditivos nutricionales para proveer fuentes de 



12 
 

nitrógeno. En la Tabla 3 se muestra diferentes sustratos usados para la obtención de ácido 

láctico con diversos microorganismos.  

Tabla 3. Diferentes sustratos usados en la producción de ácido láctico 

Sustrato Microorganismo 
Ácido láctico 

(rendimiento) 

Salvado de trigo y arroz Lactobacillus sp.. 129g/l 

Mazorca de maíz  Rhizopus sp. MK-96–1196 90 g/l 

Madera pretratada Lactobacillus delbrueckii 48–62 g/l 

Celulosa 
Lactobacillus coryniformis ssp. 

torquens 
0,89 g/g 

Cebada Lactobacillus caseiNRRLB-441 0,87–0,98 g/g 

Bagazo de yuca L. delbrueckii NCIM 2025, L. casei 0,9–0,98 g/g 

Trigo integral 
Lactococcus lactis y Lactobacillus 

delbrueckii 
0,93–0,95 g/g 

Fécula de patata Rhizopus oryzae, R. arrhizuso 0,87–0,97 g/g 

Maíz, arroz, trigo, 

almidones 

Lactobacillus amylovorous ATCC 

33620 
<0,70 g/g 

Almidón de maíz L. amylovorous NRRL B-4542 0,935 g/g 

Almidón de trigo 
Lactococcus lactis ssp. lactis ATCC 

19435 
0,77–1 g/g 

Fuente: Extraído de Madhavan Nampoothiri et al. (12). 

1.3.1.4. Modo de fermentación 

La fermentación puede ser batch (discontinua), continua y semicontinuos de flujo 

no estacionario (flexibles, pero de más difícil análisis y operación), además que se puede 

usar cepas inmovilizadas o sin inmovilizar. Estas condiciones influyen también en el 

rendimiento, así como en la purificación del ácido láctico.  



13 
 

a) Reactor Discontinuo o Batch: No hay entrada ni salida de reactante. Además, 

el reactor presenta agitación, lo que significa que la composición es la misma en todos los 

puntos para un instante de tiempo dado. Son sencillos de operar e industrialmente son 

utilizados cuando se desea tratar pequeñas cantidades de sustancias. 

Características: Estado no estacionario, sistema cerrado, se agregan los reactivos 

al inicio y se retira el producto al final. 

b) Reactor Continuo: También conocido como reactor de mezcla completa, el cual 

consta de un flujo de alimentación y salida uniformes, como a su vez de una agitación 

perfecta. Entonces, en todos los puntos del reactor la composición y propiedades físicas 

del fluido son iguales. Son ideales para fines industriales cuando se requiere tratar grandes 

cantidades de sustancia, logrando un buen control de la calidad del producto. 

Características: Estado estacionario, no hay acumulación dentro del reactor. 

Bajo las condiciones previamente mencionadas, desaparece el término de 

dependencia con la variable tiempo. En el caso que se presenten perturbaciones que 

provoquen modificaciones en las condiciones de trabajo, se habla de estado transitorio. 

Tipos: R. Tubular, de Lecho fijo, de Lecho fluidizado y de Tanque agitado. 

c) Reactor Tubular Flujo Pistón: El flujo de fluido es ordenado, donde ningún 

elemento sobrepase o se mezcle con cualquier otro, antes o después. No hay presencia de 

mezcla en la dirección de flujo (dirección axial) y, por ende, todos los elementos de fluido 

tienen el mismo tiempo de residencia dentro del reactor. Se puede usar con o sin cepas 

inmovilizadas (22). 

1.4. MICROORGANISMOS UTILIZADOS 

Los microorganismos más usados para la producción de ácido láctico son las 

Bacterias Ácido Lácticas (BAL); sin embargo, también hay estudios con el uso de hongos 

filamentosos del género Rhizopus (20). La selección entre ellos depende del tipo de 

sustrato a usar en la fermentación (20).  

1.4.1. Clasificación de las BAL 
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Las bacterias ácido lácticas (BAL) se clasifican como se muestra en la Tabla 4, 

siendo las cepas más conocidas las mostradas en la Tabla 4. 

Tabla 4. Clasificación de las BAL 

PHYLUM Firmicutes Actinobacteria 

CLASE Bacilli - 

ORDEN Lactobacillales Bifidobacteriales 

FAMILIAS 6 FAMILIAS - 

GÉNEROS 

40 géneros: Enterococcus, 

Lactobacillus, Lactococcus, 

Leuconostoc, Pediococcus, 

Streptococcus y Weissella 

Bifidobacterium 

Fuente: Adaptado de Sánchez (23). 

1.4.2. Metabolismo de las BAL 

Las bacterias ácido lácticas (BAL) se clasifican en dos grupos según su 

metabolismo: homofermentativo y heterofermentativo (24). 

1.4.2.1. BAL homofermentativas u homolácticas 

Las cepas homofermentativas producen exclusivamente ácido láctico a partir de 

glucosa (24) a través de la vía Embden-Meyerhof-Parnas (glicólisis), donde se produce 

dos moléculas de ácido láctico por una molécula de glucosa (20), (23). Este tipo es el más 

usado ya que genera el mayor rendimiento (0.90 g/g) y su purificación más sencilla (20). 

Esta vía es usada por las familias Enterococcaceae, Lactobacillaceae y Streptococcaceae 

(excepto por algunas especies del género Lactobacillus), siendo la enzima responsable de 

la vía, la fructosa 1,6- difosfato aldolasa (23).  

1.4.2.2. BAL heterofermentativas o heterolácticas 

Las cepas heterofermentativas producen ácido láctico con otros subproductos como 

etanol y CO2 a partir de glucosa (24) a través de la vía fosfocetolasa (6 – fosfogluconato) 

para fermentar una molécula de glucosa y convertirla a una molécula de ácido láctico, 

una molécula de CO2 y una molécula de etanol/acetato. La enzima clave de esta vía es la 
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fosfocetolasa (23). Esta vía es usada por la familia Leuconostocaceae y varias especies 

del género Lactobacillus. Entre ellos se tiene:  

• BAL heterofermentativas obligatorios como Lactobacillus brevis, L. fermentum, 

L. parabuchneri, y L. reuteri (23). 

• BAL heterofermentativas facultativos son L. alimentarius, Lactobacillus 

plantarum, Lactobacillus casei, Lactobacillus rhamnosus, Lactococcus lactis, 

Lactobacillus pentosus, y Lactobacillus xylosus (23). 

En la Figura 4 se muestra las rutas metabólicas de las cepas homofermentativas y 

heterofermentativas.  

 

Figura 4. Metabolismo homofermentativo y heterofermentativo 

Fuente: Extraído de Sánchez (23). 

 

1.4.3. Fermentación láctica 

En la fermentación láctica usan como sustrato a la glucosa y otras hexosas para su 

transformación a ácido láctico en condiciones anaerobias. Dicho proceso se lleva a cabo 

por medio de una reacción catalizada por una deshidrogenasa láctica ligada a dinucleótido 

de nicotinamida adenina (NAD). Para lo cual se reduce el piruvato a lactato y no se forma 

gas y se genera 2 moléculas de adenosín trifosfato (ATP) por hexosa, y estos 2 ATP se 
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consumen en la formación de hexosa-difosfato a partir de la glucosa y, por otra parte, se 

producen consecuentemente 4 ATP. Este tipo de fermentación se lleva a cabo en el 

citoplasma celular. A través de la glucólisis, se obtienen dos moléculas de piruvato a partir 

de una molécula de glucosa. Las vías utilizadas para la asimilación de hexosas y pentosas 

en ácido láctico son la de Embden-Meyerhof (EMP) y la de pentosa fosfocetolasa (PK), 

en la Figura 5 se detalla las vías metabólicas. 

 

Figura 5. Rutas metabólicas en la fermentación de glucosa por BAL 

Fuente: Extraído de Bintsis (25). 
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Los BAL también pueden metabolizar disacáridos como la lactosa, maltosa y 

sacarosa a través de las hidrolasas endocelulares, para lo cual en un inicio para la 

asimilación de la lactosa por parte de los microorganismos puede seguir una de las 4 vías 

mostradas en la Figura 5 (25).   

1.4.4. Características de las bacterias ácido lácticas 

Son Gram positivas, con cocos y/o cocobacilos, catalasa negativos y suelen ser 

aerotolerantes, es decir pueden ser anaerobios estrictos o microaeróbicas, ácido tolerantes 

y no formadores de esporas (25), (26). Como producto del metabolismo están asociadas 

a la producción de ácidos orgánicos, polioles, exopolisacáridos y componentes 

antimicrobianos (25).  

Los géneros Lactobacillus, Streptococcus, Enterococcus son los más estudiados en 

la producción, de ellos la cepa más abundante son los del género Lactobacillus y las BAL 

en su mayoría tienen alta tolerancia a pH ácidos (menores de 5,0), lo que brinda una 

ventaja competitiva sobre otras bacterias; la temperatura óptima de crecimiento está en 

un rango de 20°C a 40°C y varía entre géneros.   

Los Enterococcus son bacterias gram positivas, cocos y anaeróbicas facultativas 

(24) que se agrupa en cadenas cortas, pares o cocos individuales y es considerado uno de 

los productores de ácido láctico y son homofermentativas, el cual ha sido aislado de 

diferentes fuentes humanas, animales y alimentos fermentados (25), (27). Los 

Enterococcus inclusive generan bacteriocinas o péptidos amtimicrobianos y se ha visto 

que también poseen propiedades de inmunomodulación (27). Sin embargo, también está 

asociada a infecciones oportunistas como en el sistema nervioso central, en el tracto 

urinario, endocarditis y abdomen, pero no poseen factores fuertes virulentos o toxinas por 

lo que su uso a veces es limitado para la industria alimentaria (25), (27). Respecto a la 

producción de ácido láctico, el Enterococcus faecalis AG5 se ha demostrado su uso para 

la producción de ácido láctico (27). Además del Enterococcus lactis, Enterococcus 

camelliae y Weissella paramesenteroides (28). 

Según Yuan et al. (29) entre las cepas homofermentativas, Streptococcus, 

Lactococcus y Enterococcus pueden producir L- ácido láctico ópticamente puro y 

también puede ser producido por algunos Lactobacillus y Pediococcus, pero varía según 

las especies.  
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1.5. INMOVILIZACIÓN DE MICROORGANISMOS 

La inmovilización de microorganismos es considerada como uno de los 

procedimientos para incrementar la retención y densidad celular en los biorreactores, 

además se reduce la fase de latencia microbiana, hay una tolerancia a altas 

concentraciones de azúcar, mejora el control del pH y generaría una mayor productividad, 

ya que se facilitaría también los procesos de purificación (24).  

Para la inmovilización de BAL, se ha usado alginato de sodio y cloruro de calcio, 

amina polietileno y plásticos, que han actuado como un soporte para la producción de 

ácido láctico, que puede ser usado en fermentaciones batch por más de 126 días para el 

caso del Enterococcus faecalis y Enterococcus hirae (24).  

1.5.1. Técnicas de inmovilización  

Para la formación de perlas conteniendo a las cepas inmovilizadas puede darse por 

una transformación química o física siendo los métodos más usados:  

1.5.1.1. Extrusión  

Se prepara una solución hidrocoloide donde se añade al microorganismo y lleva a 

una bureta o jeringas para que se formen gotas y sean vertidas a una solución 

endurecedora y es considerado simple y de bajo costo (30).  Según Simental Valle “La 

forma y el tamaño de la esfera dependen del diámetro de la aguja, de la distancia de la 

caída y de las propiedades de la dispersión” (30, p. 8). 

1.5.1.2. Emulsificación 

Comprende mezclar dos fases, una conformada por la mezcla de células 

microbianas (fase dispersa) y otra solución polimérica en un aceite (fase continua) y para 

que se llegue a mezclar se usa un surfactante y agitación (30). Para que la fase dispersa 

gelifique se adiciona un agente coacervante (que es un compuesto donde no se disuelve 

el polímero o sal).   

1.5.1.3. Secado por aspersión  

Consiste en que la solución o emulsión se somete a aspersión usando un atomizador 

a temperaturas altas que permitan que el solvente usado se evapore. Este llega a influir en 
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la viabilidad y funcionalidad de los probióticos ya que puede afectar a la pared celular o 

el mismo ADN o ARN celular (30). 

1.5.2. Soportes para la inmovilización  

Entre los soportes se tiene a: 

• Polímeros naturales como polisacáridos (celulosa, almidón, agar-agar, 

agarosa, alginato, entre otros); y las proteínas fibrosas como el colágeno, 

queratina, entre otros (30). 

• Polímeros sintéticos: Amberlita y DEAE celulosa (30). 

• Materiales inorgánicos: Cerámica, zeolitas, vidrio y sílice (30). 

Con respecto a los soportes se tiene al alginato, cuyas ventajas son:  

• Fácil manipulación  

• No toxicidad 

• Bajo costo 

Entre las desventajas del alginato son:  

• Es inestable cuando está en contacto con queladores de calcio (fosfato, 

lactato, citrato, iones de sodio y magnesio (30). 

• Susceptibles a ambientes ácidos (30).  

Como agentes endurecedores de las perlas de alginato de sodio que no sean tóxicos 

para los microorganismos se usa al cloruro de calcio (30).  

1.6. SEPARACIÓN Y CONCENTRACIÓN DEL ÁCIDO LÁCTICO 

Con respecto a la producción del ácido láctico, este puede presentarse en varios 

grados comerciales, y cabe destacar que los de mayor pureza requieren que el medio de 

fermentación tenga sustratos bien purificados para lograr la reducción de los niveles de 

impurezas que puedan encontrarse durante la recuperación.  

La purificación es un paso muy importante debido a que se debe separar de los 

componentes que contenga el caldo de fermentación (31). 

1.6.1. Formas de recuperación 
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Entre las metodologías para la separación y purificación del ácido láctico son:  

1.6.1.1. Precipitación  

Consiste en agregar en exceso hidróxido o carbonato de calcio en el caldo de 

fermentación para que el pH este entre 5 y 6, generándose el lactato de calcio que luego 

al agregar H2SO4 precipita como sulfato de calcio para luego ser filtrado y obtener el 

ácido láctico (31). 

1.6.1.2. Destilación  

La destilación por evaporación es una alternativa para compuestos termolábiles 

como el ácido láctico; sin embargo, se ha visto que la destilación reactiva parece más 

prometedora para obtener un ácido láctico con alto rendimiento y pureza (31).  

1.6.1.3. Extracción con solventes  

Llamada extracción líquido-líquido que consiste en la diferencia de solubilidad al 

usar un solvente donde se van a formar dos fases donde la sustancia de interés es soluble 

en el solvente seleccionado donde se requiere que el solvente sea selectivo, químicamente 

estable, no tóxico, no viscoso y que pueda recuperarse fácilmente (31). Entre los solventes 

usados para el ácido láctico se tiene el éter dietílico, acetato de etilo, hexanol, alcohol 

isoamílico y furfural; sin embargo, si se usa al isobutil cetona, hexano, decano y dodecano 

no son idóneos por su viscosidad (31).  

1.6.1.4. Adsorción  

Para el proceso de adsorción, es requerida la regeneración de resinas de intercambio 

iónico con una vida útil de 5 a 10 años de los adsorbentes y filtración adicional.  

1.6.1.5. Procesos con membranas  

Consiste en la transferencia de solutos a través de una barrera física permeable que 

separa dos fases, se basa en el fenómeno de difusión y en diferencias de concentración, 

presión y temperatura (31). Se tiene a la microfiltración, ultrafiltración, electrodiálisis y 

ósmosis inversa y suele ser costoso (15).  

1.6.1.6. Cromatografía de Intercambio Iónico  
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La cromatografía es barata, de alta selectividad y fácil de operar y de ellos se tiene 

la de intercambio iónico que posee corto tiempo de operación y alto rendimiento para ello 

es importante seleccionar el tipo de resina (31). 

En la Tabla 5 se muestra las ventajas y desventajas de los métodos de recuperación. 

Tabla 5. Se muestra las ventajas y desventajas de métodos de recuperación 

Metodología de 

recuperación 
Ventajas Desventajas 

Precipitación 

Fácil de aplicación a nivel 

industrial. 

De fácil operación. 

Alto consumo de H2SO4. 

Generación de yeso. 

Bajo porcentaje de pureza. 

Destilación 

molecular 

Alto porcentaje de pureza. 

No usa solventes. 

No requieren etapas adicionales de 

purificación. 

Difícil llevarlo a nivel 

industrial. 

Requiere vacío. 

Destilación 

reactiva 

Se obtiene una alta pureza. 

Tiene bajo consumo energético. 

Proceso complejo. 

Puede haber problemas de 

corrosión y de separación.  

Extracción por 

solvente 

No genera yeso. 

No hay riesgo de descomposición 

térmica. 

Se debe recuperar el 

solvente. 

Pureza no elevada. 

Separación por 

membranas 

Selectividad alta. 

Es flexible para su escalamiento 

industrial. 

Es costosa 

Mantenimiento de 

membranas es difícil. 

Problemas de polarización. 

Cromatografía de 

intercambio 

iónico 

Alta resolución. 

Se puede usar diferentes valores de 

pH y perfiles de elución. 

Muestras deben estar 

desalinizadas antes del 

proceso. 

Fuente: Extraído de Guaque y Gómez (31). 
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CAPÍTULO II 

2. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

2.1. MATERIALES E INSUMOS 

2.1.1. Muestras y/o unidades biológicas 

− Cepas nativas 

− Lactosuero proveniente de la empresa “LÁCTEOS VAQUILAC S.A.C” 

 

2.1.2. Material de laboratorio 

− Asa de kohle 

− Baguetas 

− Bureta 

− Cámara anaeróbica 

− Celdas de cuarzo  

− Embudo de decantación 

− Láminas portaobjetos 

− Matraz 

− Mechero 

− Micropipeta 

− Pastilla magnética 

− Pipetas 

− Pinzas de laboratorio  

− Placas Petri 

− Probeta  

− Propipetas 

− Soporte universal 

− Tubos Falcon 

− Vasos precipitados 

 

2.1.3. Insumos y reactivos químicos 

− Agar MRS 

− Alginato de sodio 
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− Aceite de inmersión 

− Alcohol isopropílico 

− Batería de tinción GRAM (Cristal violeta, Lugol, acetona y safranina) 

− Caldo MRS 

− Carbonato de calcio 

− Cloruro de calcio 

− Éter dietílico 

− Extracto de levadura 

− Fenolftaleína (solución) 

− Filtro de membrana #42 

− Fosfato de amonio 

− Papel filtro #18 

− Papel filtro lento 

− Parafilm 

− Solución de NaOH 0.1 N 

− Suero fisiológico 

− Tubos de ensayo 

 

2.1.4. Equipos e instrumentación 

− Agitador magnético con calefacción 

− Agitador orbital rotatorio (shaker) 

− Autoclave 

− Baño maría 

− Brixómetro 

− Bomba al vacío 

− Centrifugadora Gemmy Industrial Corporation modelo PLC-05 

− Cocina eléctrica 

− Espectrofotómetro marca Thermo Fisher Scientific modelo GENESYS ™ 180 

UVVis  

− Espectrómetro Infrarrojo 

− Estufa marca Bruder 

− Incubadora marca WITEG modelo DH.WIG03050 
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− Microscopio óptico 

− pH metro 

− Refrigeradora 

− Rotavapor 

         

Figura 6. Equipo de agitador rotatorio con cámara de incubación para la fermentación del lactosuero 

(a) y rotavapor para la purificación de ácido láctico (b) 

Fuente: Elaboración propia 

2.2. METODOLOGÍA 

2.2.1. Recolección de lactosuero 

Las muestras de lactosuero fueron recolectadas de una empresa láctea denominada 

“LÁCTEOS VAQUILAC S.A.C” localizada en la ciudad de Arequipa de dónde se 

adquirió el lactosuero para todas las actividades desarrolladas en la presente tesis.  

2.2.2. Preparación del lactosuero 

Para las pruebas de fermentación, se propuso usar lactosuero sin tratamiento 

(lactosuero proteinizado) y lactosuero con tratamiento (desproteinizado). Por lo tanto, 

para la desproteinización de las muestras se realizó lo siguiente:  

2.2.2.1. Método 1 de desproteinización 

Se sometió al lactosuero a un tratamiento térmico a una temperatura de 90 °C 

durante 20 min, para luego ser enfriado a 20 °C para proceder a un pre filtrado, 

centrifugado y filtrado al vacío.  El lactosuero desproteinizado fue caracterizado (Figura 

7). 

(a) (b) 
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Figura 7. Desproteinización de lactosuero por método 1 

                                            Fuente: Elaboración propia 

 

2.2.2.2. Método 2 de desproteinización 

El suero se llevó al autoclave a 121 °C y 15 PSI de presión, posteriormente se llevó 

a un tamiz. Una vez eliminada la mayor cantidad de proteína tamizada, se llevó el suero 

a una centrífuga a 4500 rpm por 10 minutos para facilitar los procesos de filtración al 

vacío (Figura 8).  

                        

Lactosuero antes de ser autoclavado          Después de ser autoclavado                 Filtración en tamiz            

                                                        

                   Lactosuero desproteinizado            Filtración al vacío                           Centrifugación                        

Figura 8. Desproteinización del lactosuero por método 2 

            Fuente: Elaboración propia 

 

2.2.3. Caracterización del lactosuero 

El lactosuero recolectado fue caracterizado físico-químicamente antes de ser tratado 

por el MÉTODO 1 (lactosuero proteinizado), para lo cual se llevó 1.1 L de muestra al 

laboratorio BHIOS S.R.L., donde se realizó el análisis de acidez (Norma Técnica Peruana 

202.116:2008. Leche y productos lácteos. Leche cruda. Determinación de acidez de la 
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leche. Método volumétrico), cenizas (AOAC Official Method 945.46. método 

gravimétrico), grasas (Norma Técnica Peruana 202.126:1998. Método de Roese), 

proteínas (BHIOS-FQ-016. Determinación de proteína en leche y productos lácteos) y 

lactosa (Medidor ultrasónico).  

Posteriormente, después de que la muestra de lactosuero fue desproteinizada por el 

MÉTODO 2 donde se buscó reducir o eliminar a las proteínas, se llevó 50 ml de 

lactosuero desproteinizado según el proceso indicado en el inciso 2.2.2. al Laboratorio de 

Calidad de la UCSM donde se determinó las proteínas por el Método Kjeldahl, A.O.A.C. 

Official Methods of Analysis 13th Edition, 1984.  

2.2.4. SELECCIÓN, ACTIVACIÓN Y ADAPTACIÓN DE CEPAS PARA LA 

DETERMINACIÓN DE VARIABLES DE FERMENTACIÓN DEL 

LACTOSUERO 

2.2.4.1. Aislamiento e identificación de cepas nativas 

Se aisló cepas homofermentativas a partir del lactosuero recolectado. Se usó el 

medio MRS agar, bajo condiciones de microaerobiosis, en un pH de 6.4 ± 0.2 a 29°C por 

48 horas en la estufa marca Witeg modelo WIG-50, serie: 1001349193A001. Se preparó 

el medio, autoclavó, plaqueó en placas y se sembró por agotamiento usando como inóculo 

la muestra de lactosuero. Debido a que las bacterias son anaeróbicas facultativas, se usó 

la cámara anaeróbica de incubación donde se colocó las placas sembradas y el blanco, 

luego se colocó una vela encendida y se cerró con la tapa hermética, se esperó a que la 

vela se apague, lo que indica que ya se consumió el oxígeno dentro de la cámara 

anaeróbica. Posteriormente, se llevó a la incubadora a 29 °C durante 48 horas.  

De las placas petri con las siembras respectivas se observó presencia de colonias 

grandes y blancas y posteriormente se encontraron colonias pequeñas y blancas. Por lo 

que, se realizaron más réplicas de cada una de las colonias para aislarlas, además se 

realizó la tinción de Gram para confirmar la presencia de una sola cepa. En la Figura 9 se 

observa el procedimiento seguido para el aislamiento de cepas bacterianas.  

Para su identificación se realizó las pruebas microscópicas (tinción Gram), 

macroscópicas (colonias en medio), bioquímicas (catalasa) y molecular.  
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Figura 9. Aislamiento de cepas 

                            Fuente: Elaboración propia 

 

2.2.4.2. Caracterización de cepas aisladas 

Se realizó las pruebas correspondientes para su identificación, tanto microscópicas 

(tinción Gram), macroscópicas (colonias en medio), bioquímicas (catalasa) y molecular. 

2.2.4.2.1. Caracterización microscópica 

Para la tinción GRAM, se realizó lo siguiente: 

Se fijó la muestra en un portaobjetos donde se agregó una gota de agua destilada y 

luego se retiró una muestra de las colonias aisladas, se esparció y se colocó 

cuidadosamente encima de la llama para que se fije y esperó a que la muestra esté seca 

en el portaobjetos.  

Luego se vertió cristal violeta sobre el portaobjetos con la cepa fijada y se dejó 

actuar por 1 minuto, luego se vertió agua corriente para quitar el colorante de la placa 

residual, se agregó lugol y se dejó actuar por 1 minuto. Se enjuagó con agua corriente y 

se decoloró con el alcohol-acetona por 30 segundos y enjuagó con agua corriente, 

finalmente se agregó gotas de safranina y dejó actuar por 1 minuto (Figura 10). Se esperó 

a que la placa seque al aire y se observó en el microscopio a 100X con aceite de inmersión. 



28 
 

                 

 

Figura 10. Coloración GRAM 

                            Fuente: Elaboración propia 
 

2.2.4.2.2. Caracterización macroscópica 

Después del crecimiento bacteriano en el medio MRS se observó las características 

morfológicas a las 48 horas de incubación (Tabla 6).  

Tabla 6. Características macroscópicas  

ITEM Característica 

Pigmentación Blanca, amarilla, naranja y otros. 

Tamaño Diámetro (mm) 

Forma 
Puntiforme, circular, filamentosa, irregular, rizoide, con 

forma de huso. 

Elevación Plana, elevada, convexa, pulvinada, umbonada, umbilicada. 

Margen Entero, lobulado, ondulado, lacerado, filamentoso, enrulado. 

Textura Viscosa, membranosa, quebradiza y otras. 

Fuente: Elaboración propia 
 

2.2.4.2.3. Caracterización bioquímica 

Después de tener las colonias aisladas, se procedió a realizar las pruebas 

bioquímicas de catalasa, se usó el peróxido de hidrógeno al 3%. En un portaobjetos limpio 

se colocó una colonia pura de la cepa con ayuda del asa de siembra y luego se agregó con 

gotero o pipeta pasteur una gota de H2O2 al 3% sobre el microorganismo y se observó si 

se generó burbujas o no.  
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2.2.4.2.4. Identificación molecular de las cepas 

La muestra aislada sembrada en una placa petri fue llevada al laboratorio ADN 

Uchumayo, en la ciudad de Arequipa para su identificación molecular por PCR, donde se 

extrajo el ADN Genómico de las muestras, y se amplificó los genes marcadores de 

taxonomía mediante la tecnología de la PCR siendo el RNAr16S para bacteria, los 

amplicones fueron secuenciados mediante el método de Sanger y las secuencias revisadas 

se compararon con la base de datos de NCBI usando el software BLAST ® » blastn suite. 

2.2.4.3. Determinación de las condiciones óptimas de crecimiento de las cepas 

nativas  

Se evaluaron las condiciones de temperatura, pH e inhibición de crecimiento por 

aumento de la concentración salina (NaCl). 

• Temperatura: Se trabajó con las siguientes temperaturas:  4, 8, 20, 25, 29,32, 34, 

35, 36, 37 y 45 ºC. Se observó el crecimiento a las 24 y 48 horas de incubación 

(Figura 11).  

• pH: Se evaluó tres valores de pH (4, 7, y 9) que permitieron determinar si las 

bacterias son acidófilas, neutrófilas o alcalófilas (Figura 12). Se utilizó el medio 

MRS y con el uso de buffers se adecuó los valores de pH del medio (ácido cítrico 

0.1 M e hidróxido de sodio 0.2 M).  

• Tolerancia a la salinidad: Se trabajó con NaCl para determinar la tolerancia a la 

salinidad a una concentración inicial de 1, 2, 4, 6, 8 y 10 % hasta que se observó 

la inhibición del crecimiento. 

 

Figura 11. Crecimiento a 15°C (a), 4°C (b) y (c) en la incubadora (29,32, 34, 35, 36, 37 y 45 ºC) 

Fuente: Elaboración propia 

(a) (b) (c) 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Figura 12. Crecimiento a pH 4 (a), pH 7 (b) y pH 9 (c) 

                            Fuente: Elaboración propia 

 

2.2.4.4. Curva de crecimiento  

Para la realización de la curva de crecimiento se preparó 80 ml de caldo MRS, el 

cual fue autoclavado. Previamente se esterilizó en la estufa a 180°C por 30 minutos las 

pipetas de 10 ml que fueron usados para retirar 2 ml de muestra en una celda y medir la 

absorbancia en un espectrofotómetro a 660 nm. Después de esterilizado los matraces 

conteniendo el caldo MRS y haberse esperado a que se enfríe se sembró las cepas aisladas 

y no se sembró nada en el blanco. Se llevó al agitador orbital a 120 rpm a temperatura 

ambiente y a las temperaturas óptimas de crecimiento y se midió la absorbancia cada 

hora.  

2.2.5. FERMENTACIÓN DEL LACTOSUERO PARA LA OBTENCIÓN DE 

ÁCIDO LÁCTICO 

2.2.5.1. Activación de las cepas nativas 

Las cepas nativas se activaron en caldo MRS por 24 horas a la temperatura óptima. 

Este cultivo se utilizó como inóculo para las posteriores fermentaciones. 

2.2.5.2. Fermentación batch con cepas libres 

El lactosuero (desproteinizado o proteinizado) fue suplementado con extracto de 

levadura 0.5% p/v, fosfato de amonio 0.9676 % p/v, neutralizante (carbonato de calcio 5 

g/l) para un volumen final de 120 ml de lactosuero y se llevó a baño maría a 65°C por 10 

minutos. Se consideró un blanco. Del caldo realizado para la activación de las cepas 

nativas, se extrajo un 10% del volumen de fermentación para su inoculación cuando el 

medio se encuentre a temperatura ambiente.  Asimismo, se realizó la fermentación con 

cepas no activadas, para lo cual, en el medio de cultivo preparado y cuando se encuentre 

(a)                 (b)                    (c) 
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a temperatura ambiente, se adicionó 3 azadas de las colonias.  Se realizó por triplicado 

los ensayos (Figura 13). 

- Parámetros de fermentación: 

• Temperatura: 32°C 

• Tiempo: 7 días 

• Concentración de inoculación: 10%  

• Agitación: 120 rpm 

 

Figura 13. Medios de cultivo inoculadas con cepas activas y sin activar 

Fuente: Elaboración propia 

  

En la Tabla 7 se muestra las condiciones propuestas de fermentación.  

 

Tabla 7. Pruebas de fermentación de las cepas sin encapsular en batch (cepas libres) 

PRUEBA N° CEPA 
Sin 

activar 

Activadas en 

medio MRS 

Medio 

Lactosuero desproteinizado + 

Extracto levadura + fosfato 

amonio + carbonato calcio 

Lactosuero proteinizado + 

Extracto levadura + fosfato 

amonio + carbonato calcio 

1 BI  x - - x 

2 BI  x - x - 

3 BI  - x - x 

4 BI  - x x - 

Fuente: Elaboración propia 
  

2.2.5.3. Fermentación batch con cepas inmovilizadas en perlas de alginato  

Para la realización de la fermentación con cepas inmovilizadas, se preparó 

previamente las perlas de alginato donde se encapsularon o inmovilizaron las cepas BAL. 

Para el medio de cultivo a utilizar, se empleó solamente lactosuero desproteinizado y sin 

desproteinizar, ya que, al agregar los suplementos, se observó que la estabilidad de las 

perlas disminuía fuertemente. Los ensayos se realizaron por triplicado y en la Tabla 8 se 

muestra las condiciones propuestas de fermentación.  
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Tabla 8. Pruebas de fermentación de las cepas inmovilizadas 

PRUEBA 

N° 
CEPA 

Cloruro de 

Calcio (%) 

Tiempo de 

estabilización 

(h) 

Alginato de 

sodio (%) 

MEDIO 

Lactosuero 

desproteinizado 

Lactosuero 

proteinizado 

1 BI  5 1 3 X - 

2 BI  5 1 3 - x 

3 BI  4 1 3 X - 

4 BI  4 1 3 - x 

Fuente: Elaboración propia 

 

En los siguientes pasos se detalla la preparación de las perlas de alginato y la 

inmovilización de las cepas en ellas:  

a. Activación de las cepas:  

Las cepas se cultivaron en caldo MRS a 32°C por 24 horas y a 120 rpm. De la 

suspensión de bacterias en el caldo MRS, se tomó un volumen para ser llevada a la 

centrífuga, con la finalidad de concentrar las bacterias a 4500 rpm durante 20 minutos. El 

pellet obtenido se lavó por triplicado con solución salina y luego se agregó 1 ml de 

solución salina para formar un concentrado de biomasa.   

b. Preparación de la solución de alginato de sodio:  

Se disolvió el alginato de sodio en agua destilada a la concentración indicada en la 

Tabla 8 y con ayuda de una bagueta. Con la finalidad de que la solución sea homogénea, 

luego se filtró al vacío colocando una gasa (Figura 14). 

                        
Pesaje de alginato          Disolución en agua         Filtración al vacío del       Solución de alginato  

                                             destilada                              alginato                      listo para su uso  

Figura 14. Preparación de la solución de alginato de sodio 

Fuente: Elaboración propia 
 

c. Mezcla de la solución de alginato con las cepas:  

En 30 ml de la solución de alginato de sodio y en agitación constante a 120 rpm 

se coloca 1 ml del concentrado hasta que la solución se vea homogénea (Figura 15).  
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  Cepas activadas por 24 h             Solución con cepas antes de      Cepas concentradas en el                  

                                                                    centrifugar                              precipitado  

               

   Formación de perlas             Mezcla de alginato con cepas           Cepas disueltas en 1 ml de  

                                                                                                                    solución salina  

      

                                
Perlas en contacto por 1 h en el CaCl2            Lactosuero con cepas inmovilizadas 

Figura 15. Inmovilización de cepas en perlas de alginato de sodio 

Fuente: Elaboración propia 
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d. Formación de las perlas de alginato:  

Se preparó la solución de cloruro de calcio a la concentración indicada en la Tabla 

8 y se coloca 100 ml en un vaso precipitado en un agitador magnético a 120 rpm. En una 

bureta se vertió la mezcla preparada previamente y se dejó caer gota a gota en el beaker 

con la solución de cloruro de calcio. Terminada de pasar toda la mezcla a través de la 

jeringa se dejó en contacto durante 1 h para su estabilización. Finalmente, las perlas se 

lavaron con agua destilada estéril para eliminar el exceso de iones de calcio antes de su 

uso, para lo cual se recupera el cloruro de calcio, vaciándolo a un recipiente y usando un 

embudo, se retiene a las perlas de alginato (Figura 15).  

2.2.5.4. Monitoreo de parámetros de la fermentación  

El monitoreo se realizó diariamente y se midieron los parámetros a continuación.  

2.2.5.4.1. Caracterización del ácido láctico por análisis de Acidez (presencia de 

Ácido láctico) 

Se preparó la solución 0.1 N de hidróxido de sodio. Se tomó un volumen conocido 

de la muestra en fermentación y se colocó en tubos eppendorf cónicos de 15 ml. 

Posteriormente se pesó un vaso de precipitado completamente seco y limpio en una 

balanza analítica y se registró el valor. Se colocó en el beaker la cantidad de muestra y se 

pesó nuevamente; luego se añadió 2 a 3 gotas de solución indicadora de fenolftaleína y 

se homogenizó. La muestra fue titulada con una solución 0,1 N de hidróxido de sodio 

hasta observar el cambio de color a rosado persistente durante al menos 30 segundos 

(Figura 16). Se anotó en la bureta el volumen de solución empleada, registró el valor y se 

utilizó la siguiente ecuación:  

𝐀𝐜𝐢𝐝𝐞𝐳 (
𝐠

𝐋
á𝐜𝐢𝐝𝐨 𝐥á𝐜𝐭𝐢𝐜𝐨) = 𝟎. 𝟎𝟗𝟎 𝐱

𝐕 𝐬𝐨𝐥𝐮𝐜𝐢ó𝐧 𝐍𝐚𝐎𝐇 (𝐦𝐥) 𝐱 [𝐍𝐚𝐎𝐇]∗𝟏𝟎𝟎𝟎

𝐕𝐨𝐥𝐮𝐦𝐞𝐧 𝐦𝐮𝐞𝐬𝐭𝐫𝐚 (𝐦𝐥)
          (1) 

 

   

Figura 16. Muestra antes de ser titulada (a) y después de ser titulada (b) 

Fuente: Elaboración propia 

(a) (b) 
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2.2.5.4.2. Consumo de lactosa por medición de concentración de lactosa 

Se usó el método de refractometría que consiste en la medición de grados Brix 

que es equivalente a 1 g de soluto en 100 g de solución. Para lo cual se tomó 1 ml del 

medio de fermentación y se centrifugó a 4500 rpm por 10 minutos con la finalidad de 

eliminar los sólidos y hacer precipitar a las cepas. Se recuperó la solución suspendida y 

tomó unas gotas de la solución y colocó en el refractómetro para ser medida.   

2.2.5.4.3. Medición de pH  

Se midió el pH para lo cual se tomó 10 ml de la muestra y se midió el pH de la 

solución en un pH metro (Figura 17).  

 

Figura 17. Medición de pH de las muestras 

Fuente: Elaboración propia 

 

2.2.5.4.4. Monitoreo de crecimiento microbiano (UFC/ml): Técnica de 

aislamiento y recuento usando un banco de diluciones 

Para el monitoreo del crecimiento microbiano se usó la técnica de aislamiento y 

recuento usando un banco de diluciones. Es una técnica que consiste en obtener una 

suspensión de la mezcla de microorganismos y hacer diluciones seriadas que se vierten 

en una placa petri hasta conseguir colonias aisladas. Para ello se tomó una muestra del 

cultivo mixto, y depositó 1 ml en el primer tubo con 9 ml de suero fisiológico (dilución 

10-1) para luego agitar el tubo. En un segundo tubo se transfirió de la primera dilución 0,1 

ml al siguiente tubo con 9 ml de suero fisiológico (10-2), y así sucesivamente. Esto se 

realizó en frente del mechero en condiciones de asepsia.  

Del tubo con dilución 10-3 o 10-4, con una pipeta estéril se inoculó 0,1 ml en una 

placa con agar MRS y se extendió la muestra sobre la superficie con el asa de vidrio. Se 
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llevó a la incubadora a 32 °C por 48 horas para luego realizar el conteo. Para el recuento 

de las colonias se usó la ecuación (2).  

𝐔𝐅𝐂

𝐦𝐋
𝐨

𝐔𝐅𝐂

𝐠
=  𝐍° 𝐜𝐨𝐥𝐨𝐧𝐢𝐚𝐬 𝐜𝐨𝐧𝐭𝐚𝐝𝐚𝐬 𝐱 (

𝟏

𝐅𝐚𝐜𝐭𝐨𝐫 𝐝𝐢𝐥𝐮𝐜𝐢ó𝐧
) 𝐱 (

𝟏

𝐕𝐨𝐥𝐮𝐦𝐞𝐧 𝐝𝐞 𝐢𝐧ó𝐜𝐮𝐥𝐨
)                   (2) 

 

2.2.6. PURIFICACIÓN DEL ÁCIDO LÁCTICO 

Terminada la fermentación se procedió a realizar la centrifugación en tubos falcon 

de 15 ml durante 20 min a 4500 rpm. Una vez terminada la centrifugación, el 

sobrenadante obtenido fue filtrado dos veces, la primera por medio de un papel filtro 

Whatman 42 con la ayuda de un embudo de porcelana y un Erlenmeyer de 500 ml con 

desprendimiento lateral para poder generar un vacío conectándolo a la bomba de vacío. 

La segunda por microfiltración al vacío usando un filtro de membrana de 47 mm. 

Luego de terminar la microfiltración, la solución fue llevada al rotavapor a las 

condiciones indicadas en la Tabla 9 a una velocidad de rotación de 95 rpm. Para 

determinar las horas, se realizó una batería de experimentos variando la temperatura y 

tiempo de concentración de ácido láctico con las muestras que obtuvieron un mayor 

desempeño: 

Tabla 9. Distintas condiciones de temperatura y tiempo de concentración 

Temperatura de concentración (°C) Tiempo 

40 1 hora 

40 5 horas 

45 5 horas 

60 45 minutos 

Fuente: Elaboración propia 

 

Después de realizar la concentración del ácido láctico se procedió a realizar la 

extracción del ácido láctico utilizando un embudo de decantación de 500 ml, donde se 

adicionó el volumen de muestra y de solvente (éter dietílico) en una relación 1:1, y se 

agitó vigorosamente y se dejó en reposo hasta que se diferencien las dos fases. Se separan 

las dos fases obtenidas siendo la superior llevada al rotavapor a presión atmosférica y a 

una temperatura de 40°C para evaporar el éter dietílico y de esta manera concentrar y 

purificar el ácido láctico (Figura 18). Este proceso se realizó para los sistemas de 

fermentación previamente desarrollados con los que se obtuvo los mejores rendimientos 

de obtención de ácido láctico. 
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      Tubos para centrifugar                        Filtración al vacío            Muestra filtrada  

                                  
Concentración de ácido láctico    Muestra filtrada          Microfiltración de muestra 

                                      
      Extracción líquido-líquido    Recuperación de 2 fases   Recuperación de solvente 

 

                   
                             Éter dietílico recuperado                 Ácido láctico recuperado 

Figura 18. Purificación de ácido láctico 

Fuente: Elaboración propia 
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2.2.7. CARACTERIZACIÓN POR ENSAYO DE FTIR DEL ÁCIDO LÁCTICO 

PURIFICADO 

Las muestras fueron llevadas al laboratorio de química de la Universidad Nacional 

de San Agustín de Arequipa donde se realizó el análisis de espectroscopía infrarroja 

(FTIR) de aquellas muestras con el mayor rendimiento según norma ASTM E1252-98 

(2021) “Standard Practice for General Techniques for Obtaining Infrared Spectra for 

Qualitative Analysis”, con un rango de número de onda desde 650 cm-1 hasta 4000 cm-1 

y accesorio de reflectancia total atenuada universal. Las muestras llevadas se muestran en 

la Tabla 10.  

Tabla 10. Muestras analizadas por FTIR 

FTIR MUESTRA 

CÓDIGO 
MUESTRAS Condiciones 

MUESTRA 1 

Desproteinizado Sin activar BAL 

P3_60°C por 45 Minutos 

MUESTRA 2 P3_40°C por 1 hora 

MUESTRA 7 
Desproteinizado_BAL_encapsulado _ 

5%cloruro calcio  

P7_45°C por 5 horas 

MUESTRA 8 P7_40°C por 5horas 

Fuente: Elaboración propia 
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CAPÍTULO III 

3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

3.1. CARACTERIZACIÓN DEL LACTOSUERO 

En la Tabla 11 se muestra las características del lactosuero recolectado. 

Tabla 11. Características fisicoquímicas del lactosuero 

Parámetros 
MÉTODO 1 MÉTODO 2 

LP LD LP LD 

Acidez (%) 0.45 0.38 - - 

Cenizas (%) 0.50 0.52 - - 

Lactosa (%) 3.41 3.57 - - 

Proteínas (%) 0.81 0.89 0.31 0.04 

Grasas (%) 0.85 0.38 - - 

pH 5.00 4.60 4.97 4.84 

Nota: LD: lactosuero desproteinizado, LP: lactosuero proteinizado.  

Fuente: Elaboración propia 

          

Figura 19. Lactosuero proteinizado o sin desproteinizar (a) y lactosuero desproteinizado (b) 

Fuente: Elaboración propia 

 

Como se observa en la Tabla 11 la desproteinización ocasiona un cambio en las 

características fisicoquímicas del lactosuero, principalmente en la concentración de 

proteínas y grasas. Asimismo, se observa que con el método 2 de desproteinización se 

obtiene una mayor reducción de las proteínas. Estas características fisicoquímicas van a 

depender de las condiciones de síntesis del queso.   

(a) (b) 
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Asimismo, el lactosuero sin desproteinizar o proteinizado (inicial) puede ser 

clasificado como suero dulce o ácido según sus valores de acidez y de lactosa, siendo 

suero dulce si su acidez es ≤ 0.16 y con valores de lactosa entre 4.40 - 5.00, mientras que 

es suero ácido cuando su acidez es ≥ 0.35 y con un valor de lactosa ≤ 4.30 (2), por lo que, 

según esta información, el lactosuero usado en el presente proyecto es ácido y según 

Mazorra-Manzano et al. (9) el lactosuero ácido posee una mayor cantidad de ácido láctico. 

Por lo que, esta fuente es propicia para obtener un mayor rendimiento de ácido láctico. 

Además, se observa que el suero desproteinizado incrementa su valor de lactosa lo cual 

también fue obtenido en el trabajo de investigación de Rojas et al. (13) que usaron como 

método de desproteinización el autoclavado del lactosuero.  

3.2. SELECCIÓN, ACTIVACIÓN Y ADAPTACIÓN DE CEPAS PARA LA 

DETERMINACIÓN DE VARIABLES DE FERMENTACIÓN DEL 

LACTOSUERO 

3.2.1. Aislamiento e identificación de cepas 

En la Figura 20 se muestra las colonias iniciales y las colonias aisladas a partir del 

lactosuero. De los dos microorganismos se aisló la cepa correspondiente a cocos como se 

muestra en la Figura 21. 

   

Figura 20. Colonias iniciales (a) y colonias aisladas (b) 

Fuente: Elaboración propia 

 

3.2.2. Caracterización de cepas aisladas 

En la Tabla 12 se muestra las características morfológicas y bioquímicas de la 

cepa aislada. Se observa que es catalasa negativa y cocos lo cual coincide con el género 

de los Enterococcus (27), (28).  

 

COCOS BLANCO 

(a) (b) 
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Tabla 12. Características de las cepas aisladas 

Características BI 

Pigmentación Blanca 

Tamaño 0.1 – 1 mm 

Forma Circular 

Elevación Plana 

Margen Entero 

Textura Viscosa 

GRAM + 

Catalasa - 

Microorganismo Cocos 

Fuente: Elaboración propia 

 

 

Figura 21. Tinción GRAM de la cepa BI y observación en microscopio óptico a 100X (a) y prueba de 

catalasa negativa (b) 

Fuente: Elaboración propia. 

 

 

(a) (b) 
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3.2.3. Identificación molecular de las cepas 

La muestra de la bacteria analizada presenta un 100% de similitud con el gen 

rRNA16S de Enterococcus faecalis y el análisis filogenético indica que es Enterococcus 

faecalis. Los análisis realizados se encuentran en ANEXOS 1.  

3.2.4. Condiciones óptimas de crecimiento 

En la Tabla 13 se muestra las condiciones de crecimiento de la cepa Enterococcus 

faecalis a distintas temperaturas, a concentraciones de salinidad y a pH. Se determinó las 

temperaturas óptimas de crecimiento siendo para la cepa de Enterococcus faecalis a 32°C, 

asimismo, es neutrófila y alcalófila (Figura 22), y la tolerancia a la salinidad es hasta 4%.  

Tabla 13. Crecimiento a distintas temperaturas, a concentraciones de salinidad y a 

pH 

Crecimiento a temperatura Resistencia a la salinidad Crecimiento a pH 

Temperatura 

(°C) 
Cepa Blanco 

Salinidad 

(%) 
Cepa Blanco pH Cepa Blanco 

4 - - 1 +++ - 4 - - 

8 - - 2 +++ - 7 +++ - 

T. ambiente 

(21°C) 
++ - 4 +++ - 9 +++ - 

25 ++ -  6 - - 

  

28 ++ - 8 - - 

29 ++ - 10 - - 

32 +++ - 11 - - 

34 ++ - 12 - - 

35 ++ - 13 - - 

36 -+ - 

  

37 - - 

45 - - 
Fuente: Elaboración propia 
 

Leyenda:  

Código Crecimiento 

- No hay crecimiento 

-+ Poco crecimiento 

+- Ligero crecimiento 

+ Crecimiento 

++ Crecimiento regular 

+++ Buen crecimiento 
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Figura 22. Fotos de las placas con la cepa sometida a distintas temperaturas 

Fuente: Elaboración propia 

 

4°C 8°C 

21°C 25°C 

28°C 29°C 

32°C 34°C 

35°C 37°C 

45°C 
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En la Figura 23 se muestra claramente como la cepa Enterococcus faecalis varía 

su crecimiento a distintas temperaturas y en la Figura 24 se observa su crecimiento a 

distintas concentraciones de salinidad (NaCl), siendo tolerante hasta un 4%; esto varía 

con otras especies de Enterococcus donde se ha observado un crecimiento hasta 6.5% 

NaCl (27), (26). 

 

 

Figura 23. Fotos de las placas de la cepa sometida a distintas concentraciones de NaCl (%) 

Fuente: Elaboración propia 
 

 

 

Figura 24. Fotos de las placas de la cepa sometida a distintos pH  

Fuente: Elaboración propia 

1% 

2% 
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pH 4 pH 7 
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3.2.5. Curvas de crecimiento de las cepas  

En la Figura 25 se observa la curva de crecimiento de la cepa Enterococcus 

faecalis y en ANEXOS 2 se adjuntan los datos correspondientes. Según la curva de 

crecimiento obtenidas la cepa Enterococcus faecalis entra a fase de latencia hasta las 4 

horas para luego entrar a fase exponencial de alrededor de 21 horas (de 4 a 25 horas). 

Posteriormente, ingresó a fase estacionaria hasta las 50 horas y finalmente llegar a la fase 

de decaimiento. En la curva de crecimiento logarítmica se observa mejor las etapas de la 

curva de crecimiento (Figura 25, b). 

 

 

Figura 25. Curvas de crecimiento de la cepa Enterococcus faecalis a una temperatura de 32°C con 

medición de Densidad óptica (a) y densidad óptica normalizada (b) 

Fuente: Elaboración propia 
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3.3. FERMENTACIÓN DEL LACTOSUERO PARA LA OBTENCIÓN DE 

ÁCIDO LÁCTICO 

3.3.1. Fermentación batch con cepas libres 

Como parte de la fermentación batch usando cepas libres se realizó el monitoreo 

del pH, el cual es mostrado en la Figura 26 tanto para las cepas activadas en caldo MRS 

previamente durante 24 h en caldo MRS (a) y cepas sin activar (b) para su fermentación 

en caldo proteinizado y desproteinizado.  Los datos correspondientes se muestran en 

ANEXOS 3 (en caldo desproteinizado sin activar), ANEXOS 4 (en caldo proteinizado 

sin activar), ANEXOS 5 (en caldo desproteinizado cepas activadas), ANEXOS 4 (en 

caldo proteinizado cepas activadas). 

 

 

 

Figura 26. Monitoreo de pH en la fermentación batch usando cepas libres previamente activadas (a) y 

sin activar (b) en caldo desproteinizado y sin desproteinizar 

Fuente: Elaboración propia 
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Como se observa en las Figuras 26 (a y b) se observan como en ambos casos el 

pH varía y se ha visto que tanto para el pH y como en el caso de las cepas activadas en 

un inicio tienen una tendencia similar al usar lactosuero desproteinizado y proteinizado; 

sin embargo, a partir de las 48 horas ocurre una variación. En el caso del caldo con 

lactosuero proteinizado, el pH tiende a neutralizarse mientras que con el lactosuero 

desproteinizado, el valor tiende a acidificarse llegando a 5.65 ± 1.34, esto probablemente 

a que el proceso de desproteinización genera una ligera disminución del pH. 

 Con respecto al usar cepas sin activar, si se ve una diferencia notoria en el valor 

de pH al usar un lactosuero desproteinizado y proteinizado en el caldo. En el caldo 

proteinizado se observa un decaimiento en el valor de pH hasta 5 y luego sigue subiendo 

ligeramente. Mientras que con el caldo con suero desproteinizado el pH sigue bajando, 

pero llegando a un valor mínimo de 6.30 ± 0.03.  

En ambas graficas este valor de pH llega a un valor alrededor de 6 debido a que 

se le ha agregado otros aditivos para dar un mayor soporte nutricional a la cepa bacteriana.  

 

En la Figura 27 (a y b) se muestra la medición de la acidez que viene a ser una 

medición indirecta del ácido láctico, que equivale a obtener g de ácido láctico por litro de 

caldo de fermentación. Tanto para las cepas activadas (a) y sin activar (b), cuando ocurre 

una disminución del pH ocurre una mayor generación de ácido láctico mientras que 

cuando el pH empieza a ascender se genera una disminución en la producción de ácido 

láctico.  Este comportamiento se observa claramente ya que el valor máximo de ácido 

láctico obtenido es de 13.09 ± 1.54 g/L, que ocurre a partir de las 48 horas de fermentación 

usando cepas sin activar con el valor de pH más bajo (4.90 ± 0.16) en el caldo con el 

lactosuero desproteinizado.  

Si se observa la acidez usando cepas activadas en caldo con lactosuero 

proteinizado, quien tendía a ser ligeramente más alcalino, es el que tiene la menor 

generación de ácido láctico lo que es similar al usar cepas no activadas, por lo que, el pH 

se ve que es un factor importante para permitir o no la generación de ácido láctico.  

Este comportamiento del Enterococcus faecalis varía respecto a otros trabajos ya 

que se ha visto que a pH de 4 ocurre la menor generación de ácido láctico; mientras que 

a pH de 5 se incrementa y sube a su máximo a un pH de 6 y 7, y a pH de 8 disminuye 

(28). Este comportamiento diferente se observa también en cuanto a las horas de 

fermentación, siendo la máxima generación a 24 h con 44.34 g/L, pero a un pH de 6 (28). 
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Figura 27. Monitoreo de ácido láctico en la fermentación batch usando cepas libres activadas (a) y sin 

activar (b) en caldo desproteinizado y sin desproteinizar 

Fuente: Elaboración propia 

 

En la Figura 28 (a y b) se muestra el consumo de lactosa versus la producción de 

ácido láctico observándose en ambos casos que al haber una disminución de la 

concentración de lactosa ocurre un incremento en la generación de acidez.  
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Figura 28. Monitoreo de consumo de lactosa versus producción de ácido láctico en la fermentación 

batch usando cepas libres activadas (a) y sin activar (b) en caldo desproteinizado y sin desproteinizar 

Fuente: Elaboración propia 

 

En la Figura 28 (b) que es cepa sin activar, se observa cómo hay una mayor 

reducción de la concentración de lactosa llegando hasta 2.80 ± 0.0 °Brix con una acidez 

de 13.09 ± 1.54 g/L de ácido láctico partiendo de 8.10 ± 0.0 °Brix en el caldo con 
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lactosuero desproteinizado; mientras que con el lactosuero proteinizado a pesar de que 

hay una disminución del lactosa, no hay una generación de ácido láctico, esto debido al 

pH del medio que se encuentra en el rango neutrófilo lo que se ha visto que desfavorece 

la producción de ácido láctico.  

 

 

 

Figura 29. Monitoreo de crecimiento microbiano en la fermentación batch usando cepas libres 

activadas (a) y sin activar (b) en caldo desproteinizado y sin desproteinizar 

Fuente: Elaboración propia 

 

En la Figura 29 se muestra el crecimiento de la cepa activada y sin activar y como 

era de esperarse en (a) que corresponde a la cepa activada previamente a las 24 horas para 

0

2000000

4000000

6000000

8000000

10000000

12000000

14000000

0 24 48 72 96 120

U
FC

/m
l

Tiempo de fermentación (h)

0

10000000

20000000

30000000

40000000

50000000

60000000

0 24 48 72 96

U
FC

/m
l

Tiempo de fermentación (h)

Desproteinizado Sin desproteinizar



51 
 

el caso del caldo con lactosuero proteinizado llega más rápido a la cumbre de la fase 

exponencial, así como también en el caso del caldo con lactosuero desproteinizado.  

Respecto al usar cepas sin activar, en ambos casos se observa la tendencia propia 

de la curva de crecimiento que va ingresando poco a poco a la etapa exponencial; sin 

embargo, es importante precisar que a pesar de haber usado cepas activadas no se obtiene 

un mayor rendimiento en la producción de ácido láctico, lo que sí es obtenido al usarlas 

sin activar. Este comportamiento de obtener una mayor generación de ácido láctico con 

cepas sin activar también fue observado por Rojas et al. (13) quienes usaron cepas 

liofilizadas de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus y Streptococcus thermophillus 

con 72 horas de fermentación. 

 

Por lo tanto, se observa que hay una diferencia en la fermentación usando el 

lactosuero fresco y desproteinizado, así como el uso de inóculos sin activar o activadas 

24 horas antes, siendo más favorable el uso de lactosuero desproteinizado y con las 

bacterias sin activar, pero en un mayor tiempo de residencia.  

 

3.3.2. Fermentación batch con cepas inmovilizadas  

Se realizó el encapsulamiento de la cepa de Enterococcus faecalis para determinar 

si hay alguna diferencia al usarlas de forma libre. Al igual que el caso previo se realizó el 

monitoreo de pH, acidez y grados Brix. Los datos correspondientes se muestran en 

ANEXOS 7 (en caldo proteinizado) y ANEXOS 8 (en caldo desproteinizado). 

En la Figura 30 se muestra el monitoreo del pH al usar perlas al 4% y 5% de 

concentración de cloruro de calcio ya que una determinada concentración de cloruro de 

calcio y de alginato de sodio generan una mayor o menor estabilidad de las perlas de 

alginato que contienen a las cepas. Se realizó a esa concentración y en lactosuero sin 

desproteinizar y desproteinizado debido a que al usar el caldo previamente preparado 

(lactosuero, carbonato de calcio, extracto de levadura y fosfato de amonio), la estabilidad 

de las perlas era casi nula, es decir, se deshacían las perlas durante la etapa de 

fermentación. Por lo que, se determinó no usar aditivos complementarios y se obtuvo 

buenos resultados en cuanto a la estabilidad de las perlas elaboradas.  

Con respecto a los valores de pH se observa diferencia con las pruebas usando 

cepas libres, ya que al adicionar los aditivos complementarios generaron un incremento 

del pH. En estos casos se observa como la concentración de cloruro de calcio genera una 

variación en la tendencia del pH, así como el utilizar el lactosuero desproteinizado o sin 
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desproteinizar, lo que indica que la presencia de las grasas, proteínas y demás 

componentes del lactosuero influyen en el comportamiento de las cepas y por ende en la 

producción del ácido láctico.   

 

 

 

Figura 30. Monitoreo de pH en la fermentación batch usando cepas encapsuladas al 4% y 5% de 

CaCl2 en caldo sin desproteinizar (proteinizado) en (a) y desproteinizado (b) 

Fuente: Elaboración propia 
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mientras que con el lactosuero proteinizado y desproteinizado al 5% hay una tendencia a 

subir el pH. Como se observó en el caso de las cepas libres, al usar las cepas encapsuladas 

y éstas estar expuestas a un pH que tiende a la neutralidad, no ocurre la generación de 

ácido láctico, como es el caso del lactosuero proteinizado al 5% de CaCl2 hay una 

generación de ácido láctico de 6.00 g/L a 4.63 de pH y una caída drástica de ácido láctico 

(2.01 g/L) a un pH de 6.26. Siendo para el caso del lactosuero proteinizado donde no se 

ha generado una alta acidez, es decir, no ha habido una generación de ácido láctico (Figura 

31).  

 

 

Figura 31. Monitoreo de ácido láctico en la fermentación batch usando cepas encapsuladas al 4% y 

5% de CaCl2 en caldo sin desproteinizar (proteinizado) (a) y desproteinizado (b) 

Fuente: Elaboración propia 
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Mientras que con el lactosuero desproteinizado, se ha generado una elevada 

producción de ácido láctico llegando hasta 50.61 ± 34.94 g/L en un pH que va de 4.84 a 

3.61. Por lo tanto, el pH óptimo de crecimiento sería entre 3.5 a 5 para la cepa 

Enterococcus faecalis, ya que a ese rango de pH se ha obtenido un mayor rendimiento de 

ácido láctico a diferencia de haberse usado el caldo con lactosuero proteinizado y los 

demás suplementos donde el pH llegó casi a la neutralidad (de 6.22 a 6.53) y la generación 

de ácido láctico fue limitada. Esto debido a que la influencia del pH en la generación de 

ácido láctico es muy importante, ya que afecta en dos aspectos del metabolismo 

microbiano que es el metabolismo de las enzimas y el transporte de los nutrientes dentro 

de las células (32). 

 

En la Figura 32 se observa el consumo de lactosa por parte del Enterococcus 

faecalis encapsulado en las perlas de alginato en lactosuero proteinizado y 

desproteinizado. Respecto al lactosuero proteinizado, se observa que donde ha ocurrido 

una disminución de lactosa ha ocurrido mayor generación de ácido láctico (5% de CaCl2 

usado para elaborar las perlas). Mientras que al usar el 4% de CaCl2 para el 

encapsulamiento, se genera el menor consumo de lactosa y menor cantidad de ácido 

láctico.  

Cabe indicar que respecto al consumo de lactosa, si se toma los datos de lactosa 

comsumida en ambos casos, usando el lactosuero proteinizado hay un ligero mayor 

consumo que con el lactosuero desproteinizado, 1.73 °Bx (1.73 g de lactosa por 100 g de 

lactosuero) usando el lactosuero proteinizado frente a 1.53 °Bx con el lactosuero 

desproteinizado al 4% CaCl2 y al 5% de CaCl2 se consumió 3.33 °Bx usando lactosuero 

proteinizado frente a un 2.60 °Bx en el lactosuero desproteinizado. Esto probablemente 

debido al pH del medio que no es favorable para un ambiente óptimo para que ocurra un 

mayor metabolismo de la lactosa, lo que si se observó en el lactosuero desproteinizado, 

donde a pesar de que hay una diferencia en el consumo de la lactosa, se obtuvo la mayor 

generación de ácido láctico. 

Asimismo, se observa que la cantidad de ácido láctico obtenido con las cepas 

encapsuladas en perlas de alginato y como sustrato unicamente al lactosuero 

desproteinizado es la más alta con respecto al usar las cepas libres tanto en caldo 

proteinizado y desproteinizado. Este comportamiento, donde al usar las cepas de forma 

encapsulada se generó un mayor rendimiento de ácido láctico con cepas de Enterococcus 

aisladas de lactosuero, fue observado por Dosuky et al. (24) donde se obtuvo 41 ± 0.4 g/L 
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a las 96 horas de incubación, usando al Enterococcus encapsulado frente al usarlo sin 

encapsular donde obtuvieron 16.27 ± 0.09 g/L.   

 

 

 

Figura 32. Monitoreo de consumo de lactosa versus producción de ácido láctico usando cepas 

encapsuladas al 4% y 5% de CaCl2 en caldo sin desproteinizar (proteinizado) (a) y desproteinizado (b) 

Fuente: Elaboración propia 
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Por lo que, se puede diferir que la cepa aislada de Enterococcus faecalis genera 

una mayor producción en lactosuero desproteinizado y aún más cuando no se le adiciona 

nutrientes. Esto varía en función a otras bacterias como algunos del género Lactobacillus 

donde se ha determinado que únicamente el uso del lactosuero limita la producción de 

ácido láctico, es por ello, que se ha visto la importancia de la suplementación de nutrientes 

al lactosuero (2), (13); contrario a lo que se observa en el presente trabajo ya que este 

requerimiento va a depender del microorganismo y sustrato.  

 

3.4. PURIFICACIÓN DEL ÁCIDO LÁCTICO 

3.4.1. Rendimiento obtenido en la purificación del ácido láctico 

En la Tabla 14 se muestran los rendimientos después de la purificación del ácido 

láctico según las condiciones de concentración de ácido láctico indicado en el 

procedimiento.  

 

Tabla 14. Rendimientos en la purificación de ácido láctico según las diferentes 

condiciones de concentración 
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P3_60°C_45’ 
Desproteinizado_ Sin 

activar_ Enterococcus 

faecalis 

39 2.4 6.15 0.72 Amarillento 

P3_45°C_5 h 40 1.1 2.75 0.98 Amarillento 

P3_40°C_1 h 13 2.2 16.92 0.77 Amarillento 

P3_40°C_5 h 11 0.7 6.36 1.22 Transparente 

P7_45°C_5 h 
Desproteinizado_ 

Enterococcus faecalis 

_Perla _5% cloruro calcio  

42 3.5 8.33 0.69 Amarillento 

P7_60°C_45’ 41 1.2 2.93 1.09 Blanquecino 

P7_40°C_1 h 40 1.2 3.00 0.74 Blanquecino 

P7_40°C_5 h 39 2 5.13 0.81 Transparente 

Fuente: Elaboración propia 

Se realizó un análisis de las condiciones de purificación, ya que el uso de 

temperaturas en el proceso de purificación a condiciones normales y sin presión es 

ineficiente para recuperar el ácido láctico de un caldo de fermentación (como se realizó 

en la presente tesis), por lo que, se realizó un juego de temperaturas y tiempos y 

claramente se observa como el uso de estas temperaturas influye en el rendimiento de 
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obtención del ácido láctico separado del medio de cultivo, así como las características del 

ácido láctico obtenido (color y densidad). Además, es importante indicar que con respecto 

a la muestra P3 (caldo con lactosuero desproteinizado con Enterococcus faecalis sin 

activar) obtuvo un mayor rendimiento de 16.92% a 40°C por 1 hora de concentración en 

el rotavapor, con un color amarillento y respecto a la muestra P7 se obtuvo el mayor 

rendimiento de 8.33% a 45°C por 5 horas (como se observa en la Figura 33).  

 

 

Figura 33. Rendimiento obtenido en la purificación del ácido láctico usando las dos condiciones de 

síntesis con mayor rendimiento (P3: desproteinizado sin activar y P7: desproteinizado al 5% CaCl2) 

Fuente: Elaboración propia 

 

 

Figura 34. Muestras de ácido láctico purificadas 

Nota: Muestra 1: P3_60°C_45Min; Muestra 2: P3_40°C_1h; Muestra 7: P7_45°C_5h y Muestra 8: 

P7_40°C_5h 

Fuente: Elaboración propia 
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Asimismo, se observa diferencia en el color, obteniéndose colores blanquecinos, 

amarillentos (Figura 34) y esto también se presentó en ácido láctico obtenido por cepas 

homofermentativas y purificada por un proceso de microfiltración (17). Sin embargo, se 

menciona que usando a la nanofiltración se obtiene un color más claro y por ósmosis 

inversa se obtiene un color transparente, además de que esto genera una mayor 

concentración de ácido láctico (17).  

 

Esta variación en el color se presentó también al usar la cepa del Lactobacillus 

casei encapsuladas en un lecho empacado y a una temperatura de fermentación de 45°C 

usando un lactosuero dulce (pH 6.8) donde obtuvieron un ácido láctico amarillo rojizo 

con una densidad de 1.1 g/ml (1) cuyas características son diferentes no solo desde el 

color sino también de la densidad. Asimismo, usando el Lactobacillus casei a 40.2°C sin 

suplementar al lactosuero dulce y durante 3 días de fermentación, produjo ácido láctico 

amarillento de 1.10 g/ml de densidad (2). Por lo que, se confirma como las condiciones 

de fermentación, cepas usadas en la fermentación y modo de uso (cepas libres y 

encapsuladas), generan variación en el rendimiento del ácido láctico obtenido, color y 

densidad.  

 

Adicionalmente, es importante mencionar que, en el presente trabajo, se ha 

observado lo indicado por Orozco Olivarez (17), quien precisó que la etapa de 

purificación del ácido láctico en muestras de suero fresco o proteinizado es más difícil 

debido a la falta de desproteinización y filtración previa, lo que se ha observado también 

en la etapa de purificación, además de que al no usar cepas encapsuladas la etapa de 

filtración ha sido más lenta que al usar las cepas encapsuladas. Por lo que, el uso de 

lactosuero desproteinizado o sin desproteinizar, así como, de cepas libres o encapsuladas, 

favorece al tiempo en que demora la purificación del ácido láctico. 

 

3.4.2. Caracterización por ensayo de FTIR del ácido láctico purificado 

En la Tabla 15 se muestran las muestras seleccionadas con el mayor rendimiento 

y el código respectivo para su análisis FTIR. 
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Tabla 15. Rendimientos en la purificación de ácido láctico según las diferentes 

condiciones de concentración 

MUESTRAS CÓDIGO 
Rendimiento 

(%) 
COLOR 

FTIR 

MUESTRA 

CÓDIGO 

Desproteinizado_Sin 

activar_Enterococcus 

faecalis 

P3_60°C_45Min 6.15 Amarillento Muestra 1 

P3_40°C_1h 16.92 Amarillento Muestra 2 

Desproteinizado_ 

Enterococcus faecalis _ 

encapsulado _ 5% CaCl2  

P7_45°C_5h 8.33 Amarillento Muestra 7 

P7_40°C_5h 5.13 Transparente Muestra 8 

Fuente: Elaboración propia 

 

 

 

Figura 35. Espectro de FTIR de muestras 1 (P3_60°C_45 Min) y 2 (P3_40°C_1 h) 

Fuente: Elaboración propia 

Muestra 1 

Muestra 2 
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En la Figura 35 se observa las muestras 1 y 2 que tienen el mismo origen 

proveniente del caldo desproteinizado e inoculado con Enterococcus faecalis sin previa 

activación. Al variar las condiciones de purificación, si se compara ambos espectros, 

aparece otro pico; sin embargo, al mirar la región por encima de 1400 cm-1 es donde se 

permite determinar de una forma más específica a los grupos funcionales, mientras que a 

valores menores de 1400 puede ocurrir la superposición de grupos funcionales. Por lo 

que, se observa una banda gruesa en la región entre 3000 a 3500 cm-1 que corresponde al 

OH, mientras que el pico agudo en 1637 cm-1 indica la presencia del C=O. Además, al 

variar la condición se acentúa la señal y aparece ligeramente un pico correspondiente al 

grupo C-H (1456 cm -1). Esta variación y valor del grupo carboxilo permite presumir que 

ambos corresponden al L-ácido láctico según lo indicado por Karande et al. (33) quien 

obtuvo una presencia de C=O alrededor de 1651.07 cm-1 pero al variar los picos a 

diferencia del ácido láctico puro indica que hay algunas impurezas. Si se compara la 

muestra 1 y 2 con el espectro de un ácido láctico puro éste presenta una banda a 1458.26 

cm-1 (2) mientras que lo mostrado por Devi et al. (34) indica su presencia a 1457.33 cm-1 

en el espectro de ácido láctico puro, lo que, si se observa en la muestra 2, por lo que se 

podría presumir que este tendría más pureza y a su vez resaltar que a esta condición se 

generó un mayor rendimiento de ácido láctico (Tabla 15).   

 

En la Figura 36 se observan los espectros de las muestras 7 y 8, las cuales 

corresponden al ácido láctico obtenido a partir del lactosuero desproteinizado y con cepas 

de Enterococcus encapsuladas en perlas de alginato. Para ambas muestras se observa el 

pico característico de OH a 3351.42 cm-1 (muestra 7) y a 3377.92 cm-1 (muestra 8), el 

grupo C=O a 1703.10 cm-1 y 1641.79 cm-1 (muestra 8) y a 1638.27 cm-1 (muestra 7), el 

grupo C-H en los picos 1392.74 cm-1 (muestra 7) y a 1387.84 cm-1 (muestra 8). En la 

muestra 8 se observa un pico a 1268.93 cm-1 que corresponde al grupo C-O-C y este 

mismo grupo se presenta en la muestra 7 pero a una menor intensidad (1277.22 cm-1).  

Entre estas dos muestras se selecciona a la muestra 8 que posee el pico a 1703.10 cm-1 ya 

que este pico es característico del grupo C=O del ácido láctico, por lo que, probablemente 

pueda tener una mayor pureza de 85% de ácido láctico (LD), esto debido a que los picos 

característicos a 1723 cm-1 (C=O) y 1120 cm-1 del grupo C-O (35). Según el pico a 1120 

cm-1 que corresponde al ácido (DL) láctico al 85% de pureza (35) se podría presumir que 

ese es el tipo de ácido láctico obtenido.  
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Figura 36. Espectro de FTIR de muestras 7 (P7_45°C_5h) y 8 (P7_40°C_5h)  

Fuente: Elaboración propia 

 

Es importante mencionar que a la condición de 40°C por 5 horas usando cepas 

encapsuladas aparece un pico de intensidad baja a 2620.26 cm-1 y a 2624.72 cm-1 que 

corresponde al grupo OH lo que no está presente en el resto de los espectros, esto permite 

confirmar que el uso de cepas encapsuladas o de forma libre varía en la pureza y 

características del ácido láctico obtenido.  En todas las muestras se confirma la obtención 

de ácido láctico. 

 

Muestra 7 

Muestra 8 
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Estos resultados permiten diferir que el lactosuero sí puede ser utilizado para 

generar ácido láctico, cabe mencionar, que este lactosuero es propio de la región de 

Arequipa, proveniente de la elaboración del queso. Lo que a su vez genera que se le pueda 

brindar un valor agregado a un residuo lácteo que muchas veces es eliminado, 

ocasionando una alta contaminación del suelo y agua debido a su elevada cantidad de 

proteínas y grasas.  

Asimismo, se ha determinado la obtención de ácido láctico usando a la 

biotecnología a través de un proceso de fermentación con cepas bacterianas aisladas del 

mismo lactosuero, lo que abarataría los costos de producción.  

Por lo tanto, esta metodología propuesta podría ser replicada no solo en nuestro 

mercado local sino en otras ciudades como las del norte del Perú, que también son 

ganaderas. Esta aplicación como una propuesta de un modelo de negocio no solo podría 

darse para las empresas lácteas locales pequeños, sino también, en las industrias lácteas 

grandes cuyo problema principal es no poder tratar sus aguas residuales industriales 

provenientes de sus procesos. Lo que conllevaría no solo a un beneficio económico sino 

a una contribución a la minimización de los impactos ambientales generados por el 

lactosuero.  
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CONCLUSIONES 

 

 

• El encapsulamiento o inmovilización de las cepas homofermentativas (cepas 

nativas), resultó un método adecuado para optimizar la producción de ácido láctico 

a partir de lactosuero por fermentación batch. Además de permitir el incremento de 

la retención y densidad celular, reducción de la fase de latencia microbiana, 

tolerancia a altas concentraciones de azúcar, control de pH y facilitar la purificación 

del ácido láctico.  

• Se recolectó y caracterizó física y químicamente el lactosuero cuya composición 

está conformada por lactosa (3.41%), proteínas (0.81%) y grasas (0.85%) con un 

pH de 5.00. Además, se realizó la desproteinización del lactosuero a través del 

autoclavado, filtración, centrifugación y filtración al vacío, generando la remoción 

de las proteínas (0.04 %) y grasas con una ligera variación en los valores de acidez, 

cenizas y lactosa con un pH de 4.84.  

• Se aisló una cepa a partir del lactosuero que corresponde al Enterococcus faecalis 

que es un coco, catalasa negativa y gram positivo.  

• Se determinó sus condiciones óptimas de crecimiento que son crecimiento a 32°C, 

es neutrófila y alcalófila con una tolerancia a la salinidad hasta 4% de NaCl.  

• Se realizó la fermentación batch usando el Enterococcus faecalis no encapsulado 

(de forma libre) y encapsulado, en lactosuero desproteinizado y proteinizado. Se 

determinó que la cepa del Enterococcus faecalis presentó una mayor generación de 

ácido láctico en lactosuero desproteinizado tanto de forma libre como encapsulada. 

La mayor generación de ácido láctico se consiguió con cepas inmovilizadas a un 

5% de CaCl2 y 3% de alginato de sodio durante 1 hora de estabilización, 

consiguiéndose 50.61 g/L de ácido láctico con un pH de fermentación que varió 
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entre 3.5 a 5 usando como medio de cultivo al lactosuero desproteinizado sin 

complementos nutricionales. En forma libre, la cepa del Enterococcus faecalis 

presentó una generación de 13.09 ± 1.54 g/L de ácido láctico a un pH de 4.90, 

mientras que, al subir el pH se observó un decaimiento en la generación de ácido 

láctico, usando la cepa sin activar previamente.  

• Se purificó al ácido láctico siendo las condiciones óptimas para el caldo con 

lactosuero desproteinizado con la cepa sin activar y sin ser encapsulada a 40°C por 

1 hora para la concentración de ácido láctico obteniéndose un rendimiento de 

16.92%.  Mientras que al usar lactosuero desproteinizado con cepas encapsuladas 

(5% CaCl2) a 45°C por 5 horas con un rendimiento de purificación del 8.33%. Se 

caracterizó el ácido láctico por espectroscopía infrarroja donde se pudo observar 

picos característicos del ácido láctico (grupo OH, C=O y CH) en todos los 

espectros, por lo que, en todos los casos se obtuvo ácido láctico. Habiendo 

diferencias con la presencia de algunos picos cuando se usa el Enterococcus faecalis 

en forma libre y encapsulada en perlas de alginato, así como en las distintas 

condiciones de concentración para la purificación. Por lo que, se confirma que la 

disposición de la cepa usada (en forma libre o encapsulada), uso de lactosuero sin 

tratar y desproteinizado y las condiciones de purificación influyen en las 

características y rendimientos del ácido láctico obtenido (color, densidad y 

presencia de otros grupos funcionales en el mismo). Se presume que según los 

espectros se ha obtenido ácido láctico (L) y ácido láctico (DL).  
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RECOMENDACIONES 

 

• Realizar la fermentación batch usando las cepas del Enterococcus faecalis no 

encapsuladas (en forma libre) en lactosuero desproteinizado sin adicionar 

complementos nutricionales como el carbonato de calcio, fosfato de amonio y 

extracto de levadura, ya que se obtuvo una elevada generación de ácido láctico al 

usar a la cepa encapsulada. 

 

• Se puede usar enzimas adicionales al usar lactosuero proteinizado para facilitar la 

asimilación de la lactosa por la cepa de Enterococcus faecalis. 

 

• Usar un cultivo mixto de BAL para determinar si se genera un mayor rendimiento 

de ácido láctico usando el lactosuero proteinizado o desproteinizado. 
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ANEXOS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANEXOS N° 1. ANALISIS DE LACTOSUERO POR METODO 1 Y 2 
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METODO 1 DE DESPROTEINIZACIÓN 
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METODO 2 DE DESPROTEINIZACIÓN 
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ANEXOS N° 2. ANÁLISIS SECUENCIAL POR PCR 
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ANEXOS N° 3. DATOS DE CRECIMIENTO MICROBIANO 

Datos de crecimiento microbiano a la temperatura optima de 32 °C 

Densidad óptica Log  

Horas Absorbancia  Horas Ln(abs) 

0 0 0 - 

2 0.0080 2 -4.8283 

4 0.012 4 -4.4228 

6 0.0985 6 -2.3177 

8 0.1854 8 -1.6852 

9 0.3248 9 -1.1247 

22 0.9130 22 -0.0910 

23 1.0390 23 0.0383 

25 1.0940 25 0.0898 

27 1.0810 27 0.0779 

46 1.0550 46 0.0535 

47 1.0500 47 0.0488 

48 1.0430 48 0.0421 

49 1.0300 49 0.0296 

50 1.0420 50 0.0411 

51 0.8980 51 -0.1076 

70 0.6720 70 -0.3975 

71 0.6940 71 -0.3653 

72 0.4850 72 -0.7236 
      Fuente: Elaboración propia 
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ANEXOS N° 4. DATOS DE MONITOREO DE pH, LACTOSA Y ACIDEZ EN LA FERMENTACIÓN BATCH CON CEPAS NO 

ENCAPSULADAS SIN ACTIVAR EN CALDO DESPROTEINIZADO 

Tiempo (h) 
REPETICIÓN 

MUESTRA 
CÓDIGO MUESTRA pH 

PROMEDIO 

pH 
Grados BRIX 

PROMEDIO 

BRIX 

Peso 

vaso 

vacío 

Peso 

vaso+mu 
Vol. muestra Vol. NaOH 

ACIDEZ 

g/L ácido 

láctico 

PROMEDIO 

ACIDEZ 

0 Repetición 1 To_Lb_S_D_R1 6.27 6.30 8.1 8.10 32.2566 42.2852 10 7.8 7.00 7.0917 

22 Repetición 1 T1_Lb_S_D_R1 5.41 5.48 4.6 6.20 32.2566 42.0678 10.5 10.5 9.63 9.3820 

46 Repetición 1 T2_Lb_S_D_R1 5.23 4.92 4.2 4.10 52.5624 62.4716 10 9.1 8.27 11.1047 

70 Repetición 1 T3_Lb_S_D_R1 5.13 4.89 3.8 3.87 50.3455 60.0018 10.2 11.4 10.63 12.9410 

94 Repetición 1 T4_Lb_S_D_R1 5.08 4.90 2.8 2.80 50.3455 59.8602 10 12 11.35 13.0946 

0 Repetición 2 To_Lb_S_D_R2 6.3 

DESVIACIÓN 

ESTÁNDAR 

8.1 

DESVIACIÓN 

ESTÁNDAR 

32.2566 42.1577 10 7.8 7.09 

DESVIACIÓN 

ESTÁNDAR 

22 Repetición 2 T1_Lb_S_D_R2 5.54 7 32.2566 42.3001 10.4 8.6 7.71 

46 Repetición 2 T2_Lb_S_D_R2 4.79 4 50.3455 60.1353 10.4 12.9 11.86 

70 Repetición 2 T3_Lb_S_D_R2 4.76 3.8 52.5624 62.3029 10 14.8 13.67 

94 Repetición 2 T4_Lb_S_D_R2 4.81 2.8 52.5624 62.1775 10 14.6 13.67 

0 Repetición 3 To_Lb_S_D_R3 6.32 0.03 8.1 0.00 32.2566 42.2773 10 8 7.19 0.09 

22 Repetición 3 T1_Lb_S_D_R3 5.49 0.07 7 1.39 50.3464 60.3392 10 12 10.81 1.57 

46 Repetición 3 T2_Lb_S_D_R3 4.74 0.27 4.1 0.10 50.3455 60.1031 10.4 14.3 13.19 2.55 

70 Repetición 3 T3_Lb_S_D_R3 4.78 0.21 4 0.12 50.3455 59.951 10 15.5 14.52 2.05 

94 Repetición 3 T4_Lb_S_D_R3 4.8 0.16 2.8 0.00 50.3455 59.808 10.4 15 14.27 1.54 

 

Tiempo (h) MUESTRA [DILUCIÓN] N° COLONIAS VOLUMEN SEMBRADO UFC/ml 

0 To_Lb_S_D_R1 0.001 241 0.1 2410000 

20 T1_Lb_S_D_R1 0.001 512 0.1 5120000 

45 T2_Lb_S_D_R1 0.001 524 0.1 5240000 

69 T3_Lb_S_D_R1 0.0001 87 0.1 8700000 

94 T4_Lb_S_D_R1 0.0001 172 0.1 17200000 

Fuente: Elaboración propia 



88 
 

ANEXOS N° 5. DATOS DE MONITOREO DE pH, LACTOSA Y ACIDEZ EN LA FERMENTACIÓN BATCH CON CEPAS NO 

ENCAPSULADAS SIN ACTIVAR EN CALDO PROTEINIZADO 

Tiempo (h) 
REPETICIÓN 

MUESTRA 
CÓDIGO MUESTRA pH PROMEDIO Grados BRIX PROMEDIO 

Peso 

vaso 

vacío 

Peso 

vaso+mu 
Vol. muestra Vol. NaOH 

ACIDEZ 

g/L ácido 

láctico 

PROMEDIO 

0 Repetición 1 To_Lb_S_P_R1 6.67 6.67 4.25 4.08 50.3455 60.1645 10.4 8.5 7.7910 8.1749 

20 Repetición 1 T1_Lb_S_P_R1 7.3 7.58 4 3.93 52.5624 59.9936 10.2 8.1 9.8100 6.1535 

45 Repetición 1 T2_Lb_S_P_R1 5.99 5.97 3.2 3.20 50.3455 59.9352 10 1.8 6.7572 6.7048 

69 Repetición 1 T3_Lb_S_P_R1 6.39 6.09 3 2.93 52.5624 61.9821 9.8 1.4 5.3505 6.4166 

94 Repetición 1 T4_Lb_S_P_R1 6.61 6.29 2.4 2.47 50.3455 59.833 10.2 4.6 4.3636 5.5206 

0 Repetición 2 To_Lb_S_P_R2 6.65 

DESVIACIÓN 

ESTÁNDAR 

4 

DESVIACIÓN 

ESTÁNDAR 

52.5624 62.3921 10.2 9.8 8.9728 

DESVIACIÓN 

ESTÁNDAR 

20 Repetición 2 T1_Lb_S_P_R2 7.73 3.9 52.5624 62.2112 10 4.8 4.4772 

45 Repetición 2 T2_Lb_S_P_R2 5.92 3.2 52.5624 62.3335 10.4 1.8 6.6318 

69 Repetición 2 T3_Lb_S_P_R2 5.86 3 50.3455 59.8893 10.2 1.8 6.7897 

94 Repetición 2 T4_Lb_S_P_R2 6.23 2.4 52.5624 62.3105 10.2 5.6 5.1702 

0 Repetición 3 To_Lb_S_P_R3 6.68 0.02 4 0.14 50.3455 60.0867 10 8.4 7.7609 0.69 

20 Repetición 3 T1_Lb_S_P_R3 7.71 0.24 3.9 0.06 52.5624 62.0517 10 1.1 4.1731 3.17 

45 Repetición 3 T2_Lb_S_P_R3 6 0.04 3.2 0.00 50.3455 59.9805 10.4 1.8 6.7255 0.07 

69 Repetición 3 T3_Lb_S_P_R3 6.03 0.27 2.8 0.12 52.5624 62.1834 10.1 1.9 7.1094 0.94 

94 Repetición 3 T4_Lb_S_P_R3 6.02 0.30 2.6 0.12 50.3455 59.6941 10 7.3 7.0278 1.37 

Fuente: Elaboración propia 

Tiempo (h) MUESTRA [DILUCIÓN] N° COLONIAS VOLUMEN SEMBRADO UFC/ml 

0 To_Lb_S_P_R1 0.001 241 0.1 2410000 

20 T1_Lb_S_P_R1 0.001 1140 0.1 11400000 

45 T2_Lb_S_P_R1 0.001 1640 0.1 16400000 

69 T3_Lb_S_P_R1 0.0001 264 0.1 26400000 

94 T4_Lb_S_P_R1 0.0001 543 0.1 54300000 
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ANEXOS N° 6. DATOS DE MONITOREO DE pH, LACTOSA Y ACIDEZ EN LA FERMENTACIÓN BATCH CON CEPAS NO 

ENCAPSULADAS ACTIVADAS EN CALDO DESPROTEINIZADO 

Tiempo (h) 
REPETICIÓN 

MUESTRA 
CÓDIGO MUESTRA pH 

PROMEDIO 

pH 
Grados BRIX 

PROMEDIO 

BRIX 

Peso 

vaso 

vacío 

Peso 

vaso+mu 
Vol. muestra Vol. NaOH 

ACIDEZ 

g/L ácido 

láctico 

PROMEDIO 

ACIDEZ 

0 Repetición 1 To_Lb_A_D_R1 6.32 6.30 5.6 5.47 32.5537 42.5086 10.4 8.1 7.32 7.2628 

23 Repetición 1 T1_Lb_A_D_R1 6.39 6.51 5.4 5.07 32.5537 42.4149 10.4 6.7 6.11 5.4109 

47 Repetición 1 T2_Lb_A_D_R1 4.56 6.05 4 4.33 32.5537 42.4198 10.5 18.8 17.15 8.1111 

144 Repetición 1 T3_Lb_A_D_R1 4.98 5.65 3 3.93 51.1511 61.0664 10.4 10.9 9.89 9.0537 

0 Repetición 2 To_Lb_A_D_R2 6.27 

DESVIACIÓN 

ESTÁNDAR 

5.4 

DESVIACIÓN 

ESTÁNDAR 

51.1515 60.9901 10.2 7.7 7.04 

DESVIACIÓN 

ESTÁNDAR 

23 Repetición 2 T1_Lb_A_D_R2 6.70 5 51.1515 61.047 10.2 4.9 4.46 

47 Repetición 2 T2_Lb_A_D_R2 6.99 4.8 51.1515 61.0247 10.2 3 2.73 

144 Repetición 2 T3_Lb_A_D_R2 7.2 4.8 32.5535 42.4353 10.4 2.3 2.09 

0 Repetición 3 To_Lb_A_D_R3 6.32 0.03 5.4 0.12 32.5537 42.4975 10.4 8.2 7.42 0.20 

23 Repetición 3 T1_Lb_A_D_R3 6.45 0.16 4.8 0.31 32.5537 42.41 10.5 6.2 5.66 0.86 

47 Repetición 3 T2_Lb_A_D_R3 6.6 1.31 4.2 0.42 32.5537 42.2637 10.2 4.8 4.45 7.87 

144 Repetición 3 T3_Lb_A_D_R3 4.78 1.34 4 0.90 51.1511 61.2351 10.4 17 15.17 6.58 

Fuente: Elaboración propia 

 

Tiempo (h) MUESTRA [DILUCIÓN] N° COLONIAS VOLUMEN SEMBRADO UFC/ml 

0 To_Lb_AP_D_R1 0.01 276 0.1 276000 

23 T1_Lb_AP_D_R1 0.001 114 0.1 1140000 

46 T2_Lb_AP_D_R1 0.0001 76 0.1 7600000 

118 T3_Lb_AP_D_R1 0.00001 11 0.1 11000000 
Fuente: Elaboración propia 
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ANEXOS N° 7. DATOS DE MONITOREO DE pH, LACTOSA Y ACIDEZ EN LA FERMENTACIÓN BATCH CON CEPAS NO 

ENCAPSULADAS ACTIVADAS EN CALDO PROTEINIZADO 

Tiempo (h) 
REPETICIÓN 

MUESTRA 
CÓDIGO MUESTRA pH PROMEDIO Grados BRIX PROMEDIO 

Peso 

vaso 

vacío 

Peso 

vaso+mu 
Vol. muestra Vol. NaOH 

ACIDEZ 

g/L ácido 

láctico 

PROMEDIO 

0 Repetición 1 To_Lb_A_P_R1 6.18 6.22 6.4 6.27 32.5537 42.3935 10.4 8.8 8.0489 7.9143 

23 Repetición 1 T1_Lb_A_P_R1 6.62 6.91 5.8 5.87 32.5537 42.4481 10.2 7.1 6.4582 4.5196 

47 Repetición 1 T2_Lb_A_P_R1 4.77 6.42 5.6 5.80 32.5537 42.561 10.5 18.6 16.7278 7.5285 

144 Repetición 1 T3_Lb_A_P_R1 4.96 6.53 4.4 5.53 51.1511 61.1651 10.2 14.2 12.7621 6.1167 

0 Repetición 1 To_Lb_A_P_R2 6.22 

DESVIACIÓN 

ESTÁNDAR 

6.2 

DESVIACIÓN 

ESTÁNDAR 

51.1515 61.0823 10.5 8.9 8.0658 

DESVIACIÓN 

ESTÁNDAR 

23 Repetición 1 T1_Lb_A_P_R2 7.32 5.8 51.1515 61.223 10.5 3.4 3.0383 

47 Repetición 1 T2_Lb_A_P_R2 7.43 5.8 51.1515 60.9484 10 2.8 2.5722 

144 Repetición 1 T3_Lb_A_P_R2 7.38 6.2 32.5535 42.6214 10.4 3 2.6818 

0 Repetición 1 To_Lb_A_P_R3 6.25 0.04 6.2 0.12 32.5537 42.4645 10.4 8.4 7.6280 0.25 

23 Repetición 1 T1_Lb_A_P_R3 6.78 0.37 6 0.12 32.5537 42.5234 10.5 4.5 4.0623 1.76 

47 Repetición 1 T2_Lb_A_P_R3 7.05 1.44 6 0.20 32.5537 42.4156 10.2 3.6 3.2854 7.97 

144 Repetición 1 T3_Lb_A_P_R3 7.24 1.36 6 0.99 51.1511 61.0615 10.4 3.2 2.9060 5.76 

Fuente: Elaboración propia 

 

Tiempo (h) MUESTRA [DILUCIÓN] N° COLONIAS VOLUMEN SEMBRADO UFC/ml 

0 To_Lb_AP_P_R1 0.01 153 0.1 153000 

23 T1_Lb_AP_P_R1 0.001 1270 0.1 12700000 

46 T2_Lb_AP_P_R1 0.0001 20 0.1 2000000 

118 T3_Lb_AP_P_R1 0.00001 1 0.1 1000000 
Fuente: Elaboración propia 
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ANEXOS N° 8. DATOS DE MONITOREO DE pH, LACTOSA Y ACIDEZ EN LA FERMENTACIÓN BATCH CON CEPAS 

ENCAPSULADAS A UN 4% Y 5% DE CaCl2 EN CALDO SIN DESPROTEINIZAR O PROTEINIZADO 

Perlas al 4% CaCl2-1 h - 3% alginato / Suero proteinizado 

Tiempo (h) 
REPETICIÓN 

MUESTRA 
CÓDIGO MUESTRA pH 

PROMEDIO 

pH 

Grados 

BRIX 

PROMEDIO 

BRIX 
Vol. mu Vol. NaOH 

ACIDEZ g/L ácido 

láctico 

PROMEDIO 

ACIDEZ 

0 Repetición 1 To_Lb_P_R1 4.97 4.97 6 6.00 6 3.3 4.95 4.9500 

24 Repetición 1 T1_Lb_P_R1 5.25 5.27 5.6 5.60 7 2.4 3.09 3.4286 

48 Repetición 1 T2_Lb_P_R1 4.64 4.86 5 5.07 7 2.7 3.47 3.4286 

120 Repetición 1 T3_Lb_P_R1 4.49 4.76 5 5.33 7 3.3 4.24 3.8143 

144 Repetición 1 T4_Lb_P_R1 4.26 4.54 4.2 4.47 7 3.6 4.63 4.2857 

192 Repetición 1 T5_Lb_P_R1 4.21 4.48 3.8 4.27 6.5 4 5.54 4.5462 

0 Repetición 2 To_Lb_P_R2 4.97 

DESVIACIÓN 

ESTÁNDAR 

6 

DESVIACIÓN 

ESTÁNDAR 

6 3.3 4.95 

DESVIACIÓN 

ESTÁNDAR 

24 Repetición 2 T1_Lb_P_R2 5.26 5.6 7 2.9 3.73 

48 Repetición 2 T2_Lb_P_R2 5.08 5.2 7 2.6 3.34 

120 Repetición 2 T3_Lb_P_R2 5.29 6 7 2.3 2.96 

144 Repetición 2 T4_Lb_P_R2 5.08 5 7 2.8 3.60 

192 Repetición 2 T5_Lb_P_R2 5 5 7 2.5 3.21 

0 Repetición 3 To_Lb_P_R3 4.97 0.00 6 0.00 6 3.3 4.95 0.00 

24 Repetición 3 T1_Lb_P_R3 5.3 0.03 5.6 0.00 7 2.7 3.47 0.32 

48 Repetición 3 T2_Lb_P_R3 4.86 0.22 5 0.12 7 2.7 3.47 0.07 

120 Repetición 3 T3_Lb_P_R3 4.51 0.46 5 0.58 7 3.3 4.24 0.74 

144 Repetición 3 T4_Lb_P_R3 4.28 0.47 4.2 0.46 7 3.6 4.63 0.59 

192 Repetición 3 T5_Lb_P_R3 4.22 0.45 4 0.64 7 3.8 4.89 1.20 
Fuente: Elaboración propia 
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Perlas al 5% CaCl2-1 h - 3% alginato / Suero proteinizado 

Tiempo (h) 
REPETICIÓN 

MUESTRA 
CÓDIGO MUESTRA pH PROMEDIO 

Grados 

BRIX 
PROMEDIO Vol. mu 

Vol. 

NaOH 

ACIDEZ g/L 

ácido láctico 
PROMEDIO 

0 Repetición 1 To_Lb_P_R1 4.97 4.97 6 6.00 6 3.3 4.95 4.9500 

24 Repetición 1 T1_Lb_P_R1 4.61 4.63 3.4 3.47 7 4.8 6.17 6.0000 

48 Repetición 1 T2_Lb_P_R1 4.71 4.81 3.4 3.20 7 3.5 4.50 4.1571 

120 Repetición 1 T3_Lb_P_R1 6.19 6.26 2.8 2.67 7 1.4 1.80 2.0143 

144 Repetición 1 T4_Lb_P_R1 5.42 5.36 2.8 2.67 7 2.6 3.34 2.5286 

192 Repetición 1 T5_Lb_P_R1 4.38 4.40 2.8 2.67 7 8.3 10.67 6.0857 

0 Repetición 2 To_Lb_P_R2 4.97 

DESVIACIÓN 

ESTÁNDAR 

6 

DESVIACIÓN 

ESTÁNDAR 

6 3.3 4.95 

DESVIACIÓN 

ESTÁNDAR 

24 Repetición 2 T1_Lb_P_R2 4.61 3.6 7 4.5 5.79 

48 Repetición 2 T2_Lb_P_R2 4.8 3 7 3.3 4.24 

120 Repetición 2 T3_Lb_P_R2 6.24 2.6 7 1.6 2.06 

144 Repetición 2 T4_Lb_P_R2 5.2 2.6 7 3.4 4.37 

192 Repetición 2 T5_Lb_P_R2 4.34 2.6 7 9.3 11.96   

0 Repetición 3 To_Lb_P_R3 4.97 0.00 6 0.00 6 3.3 4.95 0.00 

24 Repetición 3 T1_Lb_P_R3 4.66 0.03 3.4 0.12 7 4.7 6.04 0.20 

48 Repetición 3 T2_Lb_P_R3 4.92 0.11 3.2 0.20 7 2.9 3.73 0.39 

120 Repetición 3 T3_Lb_P_R3 6.35 0.08 2.6 0.12 7 1.7 2.19 0.20 

144 Repetición 3 T4_Lb_P_R3 5.46 0.14 2.6 0.12 7 2.5 3.21 0.63 

192 Repetición 3 T5_Lb_P_R3 4.49 0.08 2.6 0.12 7 7.3 9.39 1.29       
Fuente: Elaboración propia 
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ANEXOS N° 9. DATOS DE MONITOREO DE pH, LACTOSA Y ACIDEZ EN LA FERMENTACIÓN BATCH CON CEPAS 

ENCAPSULADAS A UN 4% Y 5% DE CaCl2 EN CALDO DESPROTEINIZADO 

Perlas al 4% CaCl2-1 h - 3% alginato / Suero desproteinizado 

Tiempo (h) 
REPETICIÓN 

MUESTRA 
CÓDIGO MUESTRA pH 

PROMEDIO 

pH 

Grados 

BRIX 

PROMEDIO 

BRIX 
Vol. mu Vol. NaOH 

ACIDEZ g/L ácido 

láctico (MASA 

ÁCIDO LÁCTICO) 

PROMEDIO 

ACIDEZ 

0 Repetición 1 To_Lb_D1_R1 4.84 4.84 5.4 5.40 7 3.8 4.89 4.8857 

24 Repetición 1 T1_Lb_D1_R1 5.16 5.20 5.2 5.20 7 2.6 3.34 3.2901 

48 Repetición 1 T2_Lb_D1_R1 4.64 4.66 4.8 4.80 7 2.4 3.09 3.1286 

120 Repetición 1 T3_Lb_D1_R1 4.79 4.74 4.6 4.60 6.5000 2.4 3.32 2.9802 

144 Repetición 1 T4_Lb_D1_R1 5.57 5.49 4.4 4.40 7.0000 1.6 2.06 2.3143 

192 Repetición 1 T5_Lb_D1_R1 5.1 5.40 4 3.87 7.0000 2 2.57 2.3143 

0 Repetición 2 To_Lb_D1_R2 4.84 

DESVIACIÓN 

ESTÁNDAR 

5.4 

DESVIACIÓN 

ESTÁNDAR 

7 3.8 4.89 

DESVIACIÓN 

ESTÁNDAR 

24 Repetición 2 T1_Lb_D1_R2 5.23 5.2 7 2.6 3.34 

48 Repetición 2 T2_Lb_D1_R2 4.57 4.8 7 2.3 2.96 

120 Repetición 2 T3_Lb_D1_R2 4.61 4.6 6.5 2.2 3.05 

144 Repetición 2 T4_Lb_D1_R2 5.86 4.4 7 1.5 1.93 

192 Repetición 2 T5_Lb_D1_R2 5.74 3.8 7 1.7 2.19 

0 Repetición 3 To_Lb_D1_R3 4.84 0.00 5.4 0.00 7 3.8 4.89 0.00 

24 Repetición 3 T1_Lb_D1_R3 5.22 0.04 5.2 0.00 6.5 2.3 3.18 0.09 

48 Repetición 3 T2_Lb_D1_R3 4.77 0.10 4.8 0.00 7 2.6 3.34 0.20 

120 Repetición 3 T3_Lb_D1_R3 4.82 0.11 4.6 0.00 7 2 2.57 0.38 

144 Repetición 3 T4_Lb_D1_R3 5.04 0.42 4.4 0.00 7 2.3 2.96 0.56 

192 Repetición 3 T5_Lb_D1_R3 5.35 0.32 3.8 0.12 7 1.7 2.19 0.22 
Fuente: Elaboración propia 
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Perlas al 5% CaCl2- 21 h - 3% alginato / Suero desproteinizado 

Tiempo (h) 
REPETICIÓN 

MUESTRA 
CÓDIGO MUESTRA pH PROMEDIO 

Grados 

BRIX 
PROMEDIO Vol. mu Vol. NaOH 

ACIDEZ g/L ácido 

láctico (MASA 

ÁCIDO LÁCTICO) 

PROMEDIO 

0 Repetición 1 To_Lb_D1_R1 4.84 4.84 5.4 5.07 7.0 3.8 4.89 4.89 

24 Repetición 1 T1_Lb_D1_R1 4.21 4.23 3.4 3.47 6.5 7.1 9.83 8.51 

48 Repetición 1 T2_Lb_D1_R1 4.03 4.02 3.8 3.80 7.0 8.2 10.54 17.49 

120 Repetición 1 T3_Lb_D1_R1 3.82 3.85 3 2.93 7.0 18.6 23.91 29.41 

144 Repetición 1 T4_Lb_D1_R1 3.64 3.69 2.8 2.73 7.0 21.4 27.51 42.61 

192 Repetición 1 T5_Lb_D1_R1 3.55 3.61 2.6 2.47 7.0 27.9 35.87 50.61 

0 Repetición 2 To_Lb_D1_R2 4.84 

DESVIACIÓN 

ESTÁNDAR 

  

4.4 

DESVIACIÓN 

ESTÁNDAR 

  

7.0 3.8 4.89 

DESVIACIÓN 

ESTÁNDAR 

  

24 Repetición 2 T1_Lb_D1_R2 4.27 3.2 7 6.1 7.84 

48 Repetición 2 T2_Lb_D1_R2 4.01 4 7 8.1 31.37 

120 Repetición 2 T3_Lb_D1_R2 3.84 3 6.5 12.4 45.42 

144 Repetición 2 T4_Lb_D1_R2 3.69 2.6 7 15.2 78.17 

192 Repetición 2 T5_Lb_D1_R2 3.63 2.4 7 17.6 90.51 

0 Repetición 3 To_Lb_D1_R3 4.84 0.00 5.4 0.58 7.0 3.8 4.89 0.00 

24 Repetición 3 T1_Lb_D1_R3 4.21 0.03 3.8 0.31 7 6.1 7.84 1.15 

48 Repetición 3 T2_Lb_D1_R3 4.01 0.01 3.6 0.20 7 8.2 10.54 12.03 

120 Repetición 3 T3_Lb_D1_R3 3.88 0.03 2.8 0.12 7 14.7 18.90 14.09 

144 Repetición 3 T4_Lb_D1_R3 3.74 0.05 2.8 0.12 6.5 16 22.15 30.91 

192 Repetición 3 T5_Lb_D1_R3 3.66 0.06 2.4 0.12 7 19.8 25.46 34.94 
Fuente: Elaboración pro
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