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Resumen

Titulo: Evaluacion de las proteinas hidrolizadas del lactouero como fuente de nitrégeno en la fermentacion
acidolactica de la lactosa”

Autora: Paula Andrea Duarte Manchego™
Palabras Clave Proteinas, lactouero, nitrégeno, fermentacion
Descripcion

Este trabajo de investigacién se desarroll6 en el marco de un proyecto de maestria en ingenieria quimica, el cual busca
valorizar el lactosuero mediante su pretratamiento, basado en etapas de desproteinizacion y clarificacion, para
disminuir su efecto espumante para emplearlo posteriormente como sustrato en la fermentacion lactica, lo cual resulta
en un problema al Ilevarse a cabo a escala industrial, ya que actualmente se emplean fuentes de nitrogeno costosas
como el extracto de levadura lo que provoca un bajo rendimiento del proceso. A partir de lo anterior, surge la idea de
hidrolizar empleando la enzima Gelzyme L500© las proteinas de lactosuero que en el proyecto de maestria se
descartan, variando pH y T para obtener las condiciones que garantizaron la mayor ruptura de enlaces peptidicos
(%DH); se caracterizo el hidrolizado por medio de la curva de evolucion alcanzando un 30%DH a los 30 min (tiempo
de estabilizacion), por medio de la técnica tricina SDS-PAGE se evidenci6 un tamafio molecular final menor a 6,5kDa
y se cuantificé el % de nitrégeno amino y total durante la hidrdlisis. Finalmente se evaluaron tres fuente de nitrégeno:
hidrolizado al 7%p/p, hidrolizado diluido al 1%p/p y extracto de levadura con una concentracién del 1% p/p. Se
obtuvieron resultados similares de los medios fermentativos los cuales contenian extracto de levadura e hidrolizado al
1%p/p, respecto al tiempo de adaptacion, tiempo de estabilizacion y velocidad especifica de crecimiento de la bacteria
y concentraciones de lactosa consumida y acido lactico producido.

* Trabajo de grado
™ Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas Escuela de Ingenieria Quimica Director Carlos Jesis Muvdi Nova Ingeniero
Quimico, Msc., Ph. D. Codirector Juan Carlos Gonzalez Tellez Ingeniero Quimico
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Introduccion

El &cido lactico, es un compuesto hidrdscopico, organico, incoloro, inodoro, de baja volatilidad,
nombrado por la IUPAC como &cido 2-hidroxipropanoico, es utilizado en procesos alimenticios
como regulador de pH, potenciador del sabor, mientras que sus sales de sodio y potasio tienen
propiedades conservantes y antimicrobianas; en la industria farmacéutica, como electrolito y en el
sector quimico, como solvente biodegradable, y precursor del &cido polilactico (polimero
termopléstico biodegradable) (Ameen & Caruso, 2017; Hofvendahl et al., 2000).

Se proyecta que su mercado mundial alcance una tasa de crecimiento anual compuesta de
16,73% desde el 2017 al 2021, dada la tendencia por parte del consumidor hacia productos
amigables con el medio ambiente y menos perjudiciales para la salud (Business Wire Inc. 2017).
En el caso de Colombia, a pesar de que el valor de sus exportaciones ha aumentado en los ultimos
afios, sigue mostrando una baja produccion, aspecto que muestra la oportunidad de estudiar el
disefio de estrategias para impulsar su produccion nacional (Garcia et al. 2010).

El acido lactico puede ser obtenido por sintesis quimica a partir de la reaccion de acetaldehido
con &cido cianhidrico, cuyo producto es una mezcla racémica de sus dos isdbmeros Opticos,
dextrogira D(-), perjudicial para el metabolismo humano produciendo acidosis y descalcificacion
(Garcia et al., 2010) y levogira L(+) clasificado como sustancia GRAS (generalmente seguro)
segun la FDA (Administracion de Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos). Se dice que

el 90% de la produccion mundial se lleva a cabo por via biotecnoldgica, ya que tiene la ventaja de
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formar uno de los isdbmeros dependiendo principalmente de la bacteria u hongo seleccionado
(Hofvendahl & Hahn—Hdagerdal, 2000).

Para la fermentacion, existen variables que modifican en mayor medida la productividad y
caracteristicas finales, por un lado, el crecimiento microbiano se vera influenciado al existir alta
concentracion de iones de hidrogeno en el medio (bajo pH), ya que afecta el funcionamiento de
sus enzimas y el transporte de nutrientes en la célula, por lo que en maltiples estudios se ha buscado
la forma de optimizar el pH con el fin de aumentar la fase exponencial de crecimiento del
microorganismo y formacién de producto (Panesar et al., 2010); otro factor es la temperatura, la
cual influye en el desarrollo de los microorganismos, por lo que se requiere establecer el rango
Optimo de crecimiento.

Las bacterias lacticas como la Lactobacillus casei empleada en el presente estudio, tienen una
productividad limitada por lo que requieren complejos nutricionales, ricos en aminoacidos y fuente
de vitaminas; por lo que uno de los factores mas importantes es la fuente de nitrégeno (Mohseni
et al., 2016). En la literatura se ha reportado el uso de extracto de levadura (Panesar et al., 2010;
Amrane, 2001; Garcia et al., 2010; Serna & Rodriguez, 2005) debido a que conduce a
productividades mas altas, gracias al contenido de purina, pirimidina y vitamina B (Nancib et al.,
2001). Sin embargo, al considerar una aplicacion de tipo industrial, su elevado costo afecta la
rentabilidad del proceso, razén por la cual en los Gltimos afios se han estudiado fuentes de mayor
disponibilidad y bajo costo que conduzcan a un proceso competitivo y sostenible.

Una de las fuentes de nitrégeno alternativas con potencial uso en procesos fermentativos puede
obtenerse mediante el aprovechamiento de las proteinas hidrolizadas de lactosuero, subproducto

obtenido durante la elaboracion del queso.
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Se estima que se producen 9L de lactosuero por cada kg de queso, conteniendo alrededor del
20% de las proteinas de la leche, entre las que se encuentra la B-lactoglobulina (B-Lg), esta proteina
es soluble en solucion salina y experimenta cambios conformacionales al variar el pH, aunque el
maés importante es su desnaturalizacion entre 50 a 90 °C, con efecto reversible por debajo de 70
°C (Sawyer, 2003; De Wit et al., 1980); La a-lactoalbumina (a-La) por el contrario es insoluble
en solucién salina, se desnaturaliza a 65,2 °C y a un pH de 6,7, ademas, su grado de
renaturalizacion es del 90% al enfriarse. En menor proporcion se encuentra la albimina sérica
bovina (BSA), en la que la union de &cidos grasos limita su desnaturalizacion mediante calor y las
inmunoglobulinas (Ig) que son glicoproteinas de diferentes tamafios moleculares que comparten
anticuerpos comunes con un pH de desnaturalizacion de 3,5 (Parra, 2009; Morr et al., 1993). Las

propiedades mas relevantes de las proteinas del lactosuero se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1.

Propiedades principales de las proteinas del lactosuero.

B-Lg a-La BSA Ig
Peso molecular (kDa) 18,3 14,2 66,4 >146
Punto isoeléctrico 5,2 42-45 47-49 55-83
Concentracion en el lactosuero (g/l)  2-4 1-1,5 0,4 04-1

Nota. Modificado de Farrell et al., (2004); Morr et al., (1993).

A pesar de su contenido nutricional, el lactosuero ha sido considerado un residuo y al ser vertido
directamente a fuentes hidricas resulta en un problema ambiental ya que tiene una DBO (demanda
bioldgica de oxigeno) de 3,5Kg y una DQO (demanda quimica de oxigeno) de 6,8 kg por cada 100
kg de lactosuero (Ghaly & Kamal, 2004), motivo por el cual se ha venido buscando nuevas y

mejores alternativas de uso.
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Es asi como surge la idea de inducir la precipitacion de las proteinas de lactosuero, mediante
un tratamiento térmico y acido, para su posterior hidrdlisis enzimética a las condiciones mas
favorables de pH y temperatura, y estudiar su efecto como fuente de nitrégeno en la fermentacion
lactica de la lactosa.

Este trabajo de investigacion se desarrolla en el marco del proyecto de maestria titulado Estudio
de la valorizacion de lactosuero acido mediante pretratamiento a distintos grados, basado en
etapas de desproteinizacion, clarificacion y concentracion, para su uso como sustrato en la
fermentacion lactica, del ingeniero Juan Carlos Gonzéalez Téllez.

Los hidrolizados son el resultado de un mecanismo de ruptura de enlaces peptidicos (Benitez et
al., 2008), siendo objeto de estudio al tener distintas propiedades funcionales, entre ellas,
antioxidantes, que permiten eliminar radicales libres que causan dafios en células y tejidos (Shu et
al., 2015), antimicrobianas, inmunoestimuladoras y antihipertensivas (Biziulevicius et al., 2006),
(Antila et al., 1991), caracteristicas importantes para la formulacién de productos alimenticios o
farmacéuticos (bebidas saludables y dietas enterales). Sin embargo, poco ha sido el enfoque como
fuente de nitrogeno en procesos fermentativos, para la produccion de &cido lactico.

Segun el sistema catalizador, la hidrdlisis enzimatica ha contado con mayor aceptacion en todos
los sectores cientificos e industriales, al ser la alternativa menos agresiva y permitiendo un control
sobre el grado de ruptura de enlaces peptidicos; a diferencia de la hidrolisis acida, que al emplear
altas temperaturas destruye algunos aminoécidos y vitaminas por completo y dafia otras
parcialmente; y a la hidrdlisis basica, que en el proceso de neutralizacion conduce inevitablemente

a la formacion de productos de degradacion toxicos.
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Como primer paso, en el proceso de la hidrdlisis, la proteasa actda sobre el enlace peptidico,
rompiéndolo, e incorporando por un lado el ion hidroxido para formar el grupo carboxilo y por el
otro, el ion hidrégeno libre para formar el grupo amino, segun la siguiente ecuacion:

P1-CO-NH- P2 + H20 = P1-COOH + P>-NH>

Los grupos amino y carboxilo formados tras la hidrolisis pueden estar parcialmente ionizados
segun los siguientes equilibrios (Guadix et., 2000):

P;-COOH & P1-COO" + H*
P>—NH; + H" © P,-NH3"

La cantidad de grupos amino recién formados provoca un aumento de nitrégeno amino y al no
existir un control de pH, el sistema de acidifica, ya que el grupo amino al estar parcialmente
protonado conlleva a disminuirlo continuamente.

Para realizar su seguimiento y control se mide el grado de hidrolisis DH, definido como el
porcentaje de enlaces peptidicos rotos, el cual estd determinado por la cantidad de proteina a
hidrolizar, la relacion enzima/sustrato, la naturaleza de la enzima y condiciones operacionales
como el pH, la temperatura y el tiempo de reaccién(Hill & Schmidt, 1962; Coelho et al., 2012).
La técnica comunmente empleada es conocida como pH-state (Adler-Nissen, 1986) que permite
correlacionar el grado de hidrélisis con la cantidad de base afiadida para mantener el pH de trabajo

constante, segun la siguiente ecuacion:

B*Np
Mp*htor*a

DH% = * 100 Ecuacion 1)

Donde, B representa el volumen acumulado de NaOH (mL), Ng es la concentracion de
NaOH(N); Mp es la masa total de proteina hidrolizada (g); htt representa el nimero total de enlaces

peptidicos, tomado como 8,8 meq / g (Ghosh et al., 2017), a es el grado de disociacion de grupos
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amino liberados durante la hidrolisis, el cual esta en funcién del pH y del pK (ver ecuacién 2), 7,1

fue el valor promedio de pK tomado para proteinas del lactosuero (Adler-Nissen, 1986).

10PH-PK

= 13 109K Ecuacion 2)

1. Objetivos

1.1 Objetivo General

Evaluar la obtencion de hidrolizados de proteina de lactosuero para su aplicacion como fuente de

nitrogeno en la fermentacion lactica a partir de lactosa.

1.2 Objetivos Especificos

e Analizar el efecto del pH y la temperatura sobre el grado de hidrolisis de proteinas
concentradas de lactosuero, utilizando la enzima Gelzyme L 500°.

e Caracterizar los hidrolizados obtenidos en términos de la curva de evolucion del grado de
hidrolisis, tamafio de péptidos y porcentaje de nitrégeno total y amino.

e Evaluar el efecto del suministro de los hidrolizados obtenidos como fuente de nitrégeno en

la fermentacidn lactica a partir de lactosa comercial.
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La Figura 1 presenta el diagrama metodolégico planteado, donde se muestran las fases

desarrolladas durante este proyecto de grado.
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Figura 1. Diagrama metodoldgico del proyecto de grado.
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2.1 Fase 1: Andlisis del efecto del pH y de la temperatura sobre el grado de hidrélisis de

proteinas de lactosuero utilizando la enzima Gelzyme L 500°.

Para analizar la influencia del pH y de la temperatura sobre el grado de hidrdlisis, se realiz6 un
disefio experimental aleatorio, con tres niveles (8, 9, 10), (55, 60, 65°C); valores seleccionados de
acuerdo a las mejores condiciones de actividad reportadas por el fabricante de la enzima Gelzyme
L 500 © (PROENZIMAS S.A), utilizando como sustrato a hidrolizar proteina del lactosuero
desnaturalizada mediante tratamiento térmico y acido (93°C, 40 min y pH 4,4), (Figura 2). Esta
proteina desnaturalizada fue diluida en agua destilada a una concentracion de 4,2%p/v, manejando
una relacion enzima sustrato del 1% en un volumen de trabajo de 200 ml (Figura 3) (Shu et al.,

2015 ; Galvéo et al., 2001).

Figura 2. Obtencion de las proteinas del lactosuero mediante su desnaturalizacion térmica y &cida.

Las pruebas se realizaron durante 300 min, haciendo seguimiento al grado de hidrélisis (%DH)
por el método pH-state (Adler-Nissen, 1986), registrando el volumen de NaOH 2N consumido
para mantener el pH de trabajo (Spellman et al., 2003; Prieto, 2007). La enzima se inactivé a 95°C
por 15 min (Salis et al., 2007). Posteriormente, las muestras se mantuvieron en congelacion a 20°C

para su conservacion y posterior analisis (Ghosh et al., 2017).
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Figura 3. Montaje de la hidrolisis

2.2 Fase 2: Seguimiento y caracterizacion de la hidrolisis en el tiempo.

Se realizd nuevamente la hidr6lisis de proteinas de lactosuero utilizando los pardmetros pH y
temperatura que proporcionaron mayor grado de hidro6lisis en la Fase 1. El tiempo fijado, fue hasta
la estabilizacion de la reaccién. Los hidrolizados obtenidos se mezclaron, caracterizaron y
congelaron para su posterior uso en las fermentaciones.

La caracterizacion del caldo obtenido al finalizar la hidrdlisis se realizO mediante la
cuantificacién del % de nitrégeno total y amino por el método de Kjeldahl, este ultimo sin
digestion. También se separaron las especies proteicas utilizando electroforesis SDS PAGE
(electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sodico) (Schagger, 2006). Esta técnica
es comunmente empleada para separar proteinas en el rango de masa 1-100 kDa, ya que las
concentraciones de acrilamida en los geles son bajas facilitando la electrotransferencia. Dentro de
esta técnica existen dos sistemas, la glicina-SDS-PAGE (también conocida como Laemmli-SDS-

PAGE) vy la tricina— SDS-PAGE, la diferencia se encuentra en los valores de pK de los grupos
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funcionales (glicina y tricina) que definen sus movilidades electroforéticas respecto a las muestras
a analizar.

Se decidio6 trabajar con el sistema tricina — SDS-PAGE al 16% de acrilamida bisacrilamida AB-
3, ya que permite la resolucion de proteinas menores a 30 kDa y se llevd a cabo el protocolo de
tincion de Coomassie ya que se mantiene unido a la proteina, y su sensibilidad es alta. A
continuacion, se muestra el ensamblaje del sistema tricina- SDS PAGE para separar las especies

proteicas

Figura 4. Ensamblaje electroforesis SDS- PAGE.

2.3 Fase 3: Evaluacion del efecto del suministro de los hidrolizados obtenidos como fuente de

nitrégeno en la fermentacion lactica a partir de la lactosa.

2.3.1 Activacion del microorganismo Se utilizd la cepa Lactobacillus casei ATCC 393
(Velasquez et al., 2015) en presentacion kwik stick, la cual fue activada en agar Tripticasa de soya
(MERCK), incubada en placas Petri a 37°C durante 24h y luego conservadas a 4°C para su

posterior uso.



EVALUACION DE LAS PROTEINAS HIDROLIZADAS | 24

2.3.2 Preparacion del indculo Se tomo una azada del microorganismo activado (Figura 5) y
se transfirio a 200mL de medio de precultivo con la siguiente composicion: lactosa 44 g/L, extracto
de levadura 10 g/L, KH2PO4 0,5 g/L, K2HPO4 0,5 g/L, MnSO4.H20 0,05 g/L, MgS0O4.7H.0 0,2

g/L (Blyukkileci & Harsa, 2004)y se le dio un tiempo de incubacién cercano a las 12h.

Figura 5. Azada del microorganismo para su siembra en el medio del precultivo.

2.3.3 Estandarizacion del indculo Se realizé la medicion de densidad Optica y recuento de
unidades formadoras de colonia (UFC) cada 4h, de modo que su concentracion se encontrara en el
orden de 10° y 108 UFC/mL, correspondiente a la fase de crecimiento exponencial del

microorganismo (Castro, 2011).

2.3.4 Fermentaciones lacticas tipo batch Se realizaron dos series de fermentaciones lacticas
(original y duplicado) en modo discontinuo, en matraces Erlenmeyer de 500 mL (volumen de
trabajo de 200 mL), a una temperatura de 37°C, 130rpm (agitacion orbital), pH de 6,5, utilizando
para el sustrato la misma composicion de la fuente de carbono y micronutrientes (sales) del

precultivo, con la diferencia en que se evaluaron 3 fuentes de nitrégeno distintas (Figura 5):
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hidrolizados de proteinas del lactosuero obtenidos de la Fase 2 en una concentracion de 7%
(hidrolizado sin diluir) y de 1% p/p de materia seca (hidrolizado diluido); al mismo tiempo se llevd
a cabo una tercera fermentacion con extracto de levadura al 1% p/v.

El 1% se debe a que en la literatura los rendimientos y productividades mas altas se obtuvieron
al utilizar 10 g/L de extracto de levadura (Ghaly & Kamal, 2004), (Serna & Rodriguez, 2005), lo
que corresponde a un 1% del volumen total. Teniendo en cuenta que el extracto de levadura tiene
9 veces més de nitrogeno amino (Tabla 4), se plantea trabajar con hidrolizado al 7%p/p en materia

seca, buscando acercarse a este valor.

Figura 6. Medios de fermentacion después de su esterilizacién, con las fuentes de nitrégeno, con

extracto de levadura (izquierda), hidrolizado al 7%p/p (centro) e hidrolizado al 1%p/p (derecha).

2.3.5 Cuantificacion de lactosa y acido lactico Los productos de fermentacion obtenidos se
caracterizaron en cuanto a concentracion de &cido lactico y lactosa por la técnica HPLC,
empleando una columna Coregel 107H acoplada a un equipo UFLC LC 20AD (Shimadzu),
seguida de un detector de indice de refraccion RID-10A. El equipo oper6 en modo isocrético, a
una temperatura de 80°C, con flujo de 0,6 mL/ min. La fase mévil empleada fue acido sulfurico

8mM, el tiempo que tomo cada analisis fue de 25min.
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3. Analisis y discusién de resultados

3.1 Analisis del efecto del pH y la temperatura sobre el grado de hidrolisis de proteinas de

lactosuero utilizando la enzima Gelzyme L 500°.

La solucién acuosa de proteina del lactosuero previa a su hidrdlisis fue caracterizada mediante un

andlisis bromatoldgico, del cual sus resultados se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2.
Analisis bromatoldgico de la solucion de proteinas del lactosuero antes de su hidrolisis.
Humedad [%op/p] 81,61
Materia seca [%p/p] 18,39
Proteina [%p/p] 11,23
Ceniza [%p/p] 0,57
Grasa [%p/p] ND

Carbohidratos totales [%p/p] 6,58

En la Figura 7, se muestra el porcentaje de DH de proteinas de lactosuero empleando la
enzima Gelzyme L 500, a diferentes niveles de temperatura y pH. Todas las pruebas tuvieron
una duracion de 90 min.

Se observa la curva del grado de hidrolisis de forma creciente con una tendencia a estabilizarse

para diferentes valores de pH y temperatura. Dicho comportamiento también se ha encontrado en
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la literatura para otras proteasas como la Tripsina, la Papaina, la Pancreatina y la Flavourzyme, la
Alcalasa, la Neutrasa, entre otras (Perea et al., 1993; Prieto, 2007; Shu et al., 2015).

Los DH mas altos se obtuvieron a 60 y 65 °C, ambos a un pH de 10 (Figura 8). De forma
general, se evidencié mayor grado de ruptura de enlaces peptidicos al aumentar el pH de trabajo,

sin embargo, respecto a la temperatura muestra mayores valores a 60°C.
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Figura 7. Porcentaje de grado de hidrolisis Vs tiempo, en funcion del cambio del pH y de la

temperatura.
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Figura 8. Condiciones de pH y temperatura que alcanzaron los mas altos porcentajes de grado de

hidrolisis.

Por otro lado, en la Tabla 3a, se muestra la apariencia de la solucion antes de la hidrolisis junto
con el extracto de levadura (Tabla 3b) y en la Tabla 3c, se observan los cambios en la apariencia
a distintas condiciones de trabajo, tornandose mas oscuro al aumentar el pH y la temperatura. Este
cambio se genera por dos razones: la aparicién de especies proteicas de diferentes tamafios
moleculares (DH) y por la pérdida de las estructuras de orden superior (desnaturalizacién de las

proteinas); este sequndo aspecto, se debe principalmente por el aumento de la temperatura.
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Tabla 3
a. Solucion acuosa de proteinas de lactosuero previa a la hidrolisis; b. Extracto de levadura; c.

Cambio en el color de las proteinas hidrolizadas de lactosuero al variar pH y temperatura

durante 90 ngn

C. pH

3.2 Seguimiento y caracterizacion de la hidrolisis en el tiempo

A partir de la fase anterior, se obtuvieron los valores de pH y temperatura que garantizan el mayor
grado de hidrolisis de proteinas de lactosuero. En la Figura 9, se muestra la curva de evolucion de
grado de hidrolisis, operando a estas condiciones hasta estabilizarse. Se aprecia que el grado de
hidrolisis alcanzado fue aproximadamente 30% DH a los 300 min. Este valor es alto al compararlo
con investigaciones de hidrdlisis al utilizar como sustrato lactosuero crudo, como el reportado por
Coelho et al. (2012), en el que se emplea pancreatina y papaina como biocatalizadores,
estabilizandose a las 240 min y logrando un DH no mayor al 24%. Este resultado contrasta con el
estudio realizado por Zheng et al. (2008), en el que se emplea concentrado de proteina (WPC) con
una concentracién del 78 %p/p y Alcalasa, en el que se obtuvo 30%DH a los 180min. Se deduce
que estas diferencias se deben a varios factores, en primer lugar, al sustrato del que depende la
disposicién en que se encuentren las proteinas y su concentracion, y en segundo lugar la enzima
utilizada. Sobre este ultimo aspecto a la fecha no se ha reportado el uso de la enzima Gelzyme L

500° en la hidr6lisis de proteinas de lactosuero.
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Figura 9. Curva de evolucion del grado de hidrdlisis.

Por otra parte, para la caracterizacion se comparé el porcentaje de nitrégeno amino y nitrégeno
total del extracto de levadura y de las proteinas del lactosuero antes, durante y al finalizar la

hidrdlisis (Tabla 4).

Tabla 4.
Porcentaje de nitrégeno amino y nitrégeno total en base seca del extracto de levaduray de las

WP (proteinas del lactosuero- whey protein) durante la hidrélisis.

Fuente de Extracto de Solumon.de Hidrolizado Hldrol_lzad.o alos
. WP previo a . 300 min (tiempo
nitrégeno levadura s a los 150 min e,
la hidrdlisis de estabilizacion)
Nitrégeno
amino (%AN) 4,7872 0,3475 0,5286 0,5361
Nitrogeno total
(%TN) 10,6383 9,3537 9,3391 9,3430
AN/TN 0,4499 0,0372 0,0560 0,0574

En ella se evidencia una menor disposicion de nitrégeno libre (%AN) por parte del hidrolizado,
pero similitud entre los porcentajes de nitrégeno total. En los primeros 150 min de hidrolisis, la
velocidad de reaccion es mayor dando como resultado maés liberacion de nitrégeno durante este

tiempo, sin embargo, a los 300min estos valores se mantienen cercanos. Como se pudo observar
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en la Figura 9, a medida que transcurre la hidrélisis la pendiente se estabiliza por lo que no existe
mayor diferencia al comparar el % de nitrogeno amino a los 150 min y al finalizar el proceso.
Seguln Prieto (2007), una menor relacion AN/TN, sugiere indirectamente que la especie proteica
al finalizar la hidrolisis, tiene mayor tamafio molecular a la encontrada en el extracto de levadura.

En la Figura 10, se muestra el electroferograma mediante la técnica tricina- SDS PAGE, en el
que cada banda representa una especie proteica. lgualmente se indica el porcentaje de
concentracion en la muestra inyectada en cada carril y su respectivo peso molecular. La Figura
10a presenta la solucion acuosa de proteina de lactosuero al 4,2% p/p antes de la hidrolisis sin la
adicién de la enzima; la Figura 10b corresponde al hidrolizado a los 150 min, tiempo medio de
estabilizacion; la Figura 10c corresponde al hidrolizado luego de 300 min, tiempo en el que el
grado de hidrolisis DH se estabilizo; finalmente en la figura 10d, se encuentra la cromatografia del
marcador de proteinas, el cual ayuda a establecer aproximadamente el peso molecular de las
muestra a analizar.

La caracterizacion por este método se vio favorecida al emplearse 16% de acrilamida
bisacrimilamida AB-3 ya que evito el paso de proteinas o péptidos de alto peso molecular, lo que
permitié observar claramente las principales proteinas que se encuentran en el lactosuero.

Al igual que en el estudio de hidro6lisis de suero pasteurizado empleando Flavourzyme, previo
a la hidrdlisis, Ghosh et al., (2017) reportan el andlisis por tricina- SDS PAGE, en donde se
&bservan dos bandas principales las cuales corresponden a las proteinas B-lactoglobulina (18,3
kDa) y a-lactoalbumina (13,5 kDa) que corresponden a las de mayor concentracion en el
lactosuero, pero al transcurrir el tiempo de reaccion estas bandas se hicieron mas ligeras y otras
zonas descendentes se tornan oscuras indicando la presencia de especies proteicas menores a 6,5

kDa.
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Figura 10. Electroferograma por Tricina- SDS PAGE de: a. solucion de proteinas de lactosuero
previo a la hidrdlisis; b. proteinas de lactosuero hidrolizadas durante 150 min (tiempo medio a la

estabilizacion); c. proteinas de lactosuero hidrolizadas durante 300 min.
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3.3 Evaluacion de los hidrolizados de proteina como fuente de nitrégeno en la fermentacion

lactica a partir de la lactosa.

El crecimiento de Lactobacillus casei ATCC 393, en el precultivo utilizado para su activacion
previa a la fermentacion, fue caracterizado en términos de absorbancia y UFC/mL (Tabla 5), con
el fin de estandarizar el tamafio del in6culo y conseguir una poblacion entre 106y 108 UFC/mL

(Castro, 2011); lo que garantiza que la bacteria se encuentre en su fase exponencial de crecimiento.

Tabla 5.
Evolucidn de la absorbancia y el recuento de UFC/mL en el tiempo durante el precultivo de
Lactobacillus casei ATCC 393.

Tiempo ) Recuento
Absorbancia
[h] [UFC/mL]
0 0,001 6x10’
4 0,224 1,05x108
8 0,757 4,04x108
12 0,872 4x10°

Se realizaron dos series de fermentaciones que partieron de indculos con absorbancias de 0,285
y 0,135, para el original y duplicado, respectivamente, ubicandose la poblacion inicial de
microorganismo entre 107 y 108 UFC/mL. Cabe resaltar que la mayor absorbancia registrada para
el precultivo de la prueba original, sugiere que la cantidad de microorganismos afiadida al medio
de fermentacion en este caso, fue un poco mayor que la afiadida en la segunda fermentacion.

En la Figura 11 se muestra el seguimiento al crecimiento microbiano en las pruebas de
fermentacién realizadas mediante recuento de UFC/mL (sélo para la primera fermentacion),

medicion de densidad 6ptica y pH.
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En la Figura 11a, se observa un comportamiento similar para los tres medios de fermentacion.
En el caso del extracto de levadura y el hidrolizado al 1%p/p, el microorganismo tuvo un periodo
de adaptacion entre 10 y 23h en el medio, estabilizando su crecimiento a las 34h, mientras que al
emplear hidrolizado al 7%p/p la fase de latencia fue de 34h, culminando su fase exponencial a las
48h. Castro (2011) reporta un tiempo de estabilizacion en el crecimiento a las 28h para
Lactobacillus casei ATCC 334, utilizando un medio a base de lactosuero desproteinizado, los
mismos cofactores del presente estudio, utilizando extracto de levadura al 1%p/p, un inéculo
activado en caldo MRS y sin control de pH. La activacion del microorganismo en caldo MRS al
ser mas rico en compuestos nitrogenados como proteasa de peptona, extracto de carne, entre otros,
pudo favorecer una mayor velocidad de crecimiento del microorganismo. Igualmente, se pudo
haber aprovechado los nutrientes presentes en el lactosuero, para alcanzar un crecimiento mas
rapido.

Igualmente, se observa que el hidrolizado al 7%p/p tuvo menor crecimiento microbiano y su
descenso en el pH fue mas lento (Figura 11d y 11e). Este aspecto podria estar relacionado a una
limitacion en el crecimiento por exceso de nitrégeno total, dado que existe una diferencia
apreciable en sus porcentajes de la siguiente forma: medio con extracto de levadura (1,1%p/p);
hidrolizado de proteina al 1%p/p, (1,3%p/p) y medio con hidrolizado al 7%p/p, (9,3%p/p), lo cual
se soportaria en el hecho de un crecimiento microbiano y descenso en el pH muy similares, para
los medios con extracto de levadura e hidrolizado al 1%p/p. Es importante aclarar que el efecto de
las sales no se consider6 como causa, ya que su concentracion es baja (0,53%p/p en base seca),
como se vio en el analisis bromatoldgico presentado en la segunda fase.

Por otra parte, la literatura indica que la especie Lactobacillus casei presenta inhibiciéon a pH

<5, aspecto confirmado en el presente trabajo y evidenciado en las Figuras 11d y 11e, donde se
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aprecia un cese en el crecimiento a un pH de 4,89; 4,15 y 5,13, para los medios con extracto de
levadura al 1%p/p, hidrolizado al 1%p/p e hidrolizado al 7%p/p, respectivamente. Es de apreciar
que en la segunda serie de fermentaciones, la curva de la densidad Optica no muestra un periodo
de adaptacion del microorganismo, ademas se observa un descenso en el pH mucho mas rapido en
comparacion a la primera fermentacién, con lo cual se podria pensar que el haber afiadido un
indculo con menor D.O. (menor concentracion inicial de microorganismos), favorecié la
adaptacion al medio de fermentacion. De esta manera estudiar el efecto del tamafio del in6culo en

los medios analizados permitiria determinar la concentracién mas favorable.
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Figura 11. a. Curva de evolucion de las UFC/mL de la primera serie de fermentaciones; b. y d.

Densidad dptica (660nm) y pH primera serie de fermentaciones; c. y e. Densidad Optica (660nm)

y pH segunda serie de fermentaciones.
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En la Figura 12, se muestra la regresion lineal del Ln (UFC) de los puntos de la fase exponencial
versus tiempo, para las tres fuentes de nitrogeno estudiadas en la primera serie de fermentaciones;

en las que la pendiente representa la velocidad especifica de crecimiento maxima (Umax.).
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Figura 12. Velocidad de crecimiento microbiano (1) de la Lactobacillus casei ATCC 334 mediante
regresion lineal del Ln(UFC) Vs tiempo utilizando como fuente de nitrégeno: a) extracto de

levadura al 1%p/p, hidrolizado al 1%p/p, hidrolizado al 7%p/p.

Los valores de ptmax. 0,21030%; 0,2202 ht y 0,2075 ht del extracto de levadura, hidrolizado de
proteinas del lactosuero al 1%p/p e hidrolizado al 7%p/p respectivamente, fueron similares a los
obtenidos por Ghaly (2004) y Altiok et al., (2006), quienes trabajaron con extracto de levadura y
lactosuero, presentando una pmax. de 0,25 h™ y 0,26 ht. Los valores de p de los hidrolizados al ser

similares con los reportados al emplear al extracto de levadura como fuente de nitrégeno indican
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que el microorganismo metaboliz6 adecuadamente los hidrolizados de proteina de lactosuero para
su crecimiento.

Por otro lado, en el momento de dar inicio a las fermentaciones, para los medios con hidrolizado
fue necesario la adicién de &cido lactico para regular su pH al pH de trabajo (6,5). Al cuantificar
la produccién de acido lactico, el medio con hidrolizado al 7%p/p en un t=0 mostré una
concentracion de 3,6¢/L y finaliz6 a 8,89¢g/L; en el medio con hidrolizado al 1%p/p se inicié a
2,8g/L de acido lactico y finalizé con 15,34 g/L, en el caso del medio con extracto de levadura no
necesito la regulacion de su pH, al finalizar las 96h de fermentacion produjo 14,122 g/L. Por lo
tanto, las productividades al finalizar el tiempo de fermentacién (96h) alcanzadas son: 0,055,
0,131; 0,147 g/L.h respectivamente. Lo cual estd acorde con el descenso del pH durante la
fermentacion y a mayor velocidad utilizando los medios con hidrolizado y extracto de levadura al
1%p/p.

En el estudio de Buytkkileci & Harsa (2004) quienes utilizaron 10 g/L de extracto de levadura
como fuente de nitrégeno, la cantidad de acido lactico fue de 46 g/L con una productividad de
1,87 g/L.h durante 30h. Este mayor valor de productividad se debe a que el estudio realizé las
fermentaciones con control en el pH utilizando CaCOs a 60% p/v; lo que evita alcanzar el pH de
inhibicién y permite prolongar la fase exponencial del microorganismo.

Respecto a la cantidad de lactosa consumida los valores del extracto de levadura e hidrolizado
de proteinas de lactosuero al 1%p/p fueron de 25,44g/L y 21,43g/L, mientras que el hidrolizado
al 7% consumio 16,74g/L; estos resultados de consumo de sustrato fueron bajos al compararlos
con las fuentes de nitrégeno mas empleadas en fermentaciones lacticas como peptona que a las

48h consume alrededor de 85,7g/L, y (NH4)2SO4 que en el mismo tiempo consume 83g/L, ambos
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casos con control de pH, lo que resulta en mejor aprovechamiento de la fuente carbono y mayor

produccion de &cido lactico

4. Conclusiones

Se evidencié un comportamiento alcalino por parte de la enzima Gelzyme L 500°, ya que se
alcanz6 un mayor grado de hidr6lisis a un pH de 10, lo que permitié mayor ruptura de enlaces
peptidicos. Respecto a la temperatura, se evidencié un maximo a 60°C. La proteasa tuvo varios
puntos a favor, como la disponibilidad en el mercado, su costo y grado de hidrdlisis respecto a
otras enzimas reportadas en la literatura.

Se obtuvo un 30% DH a un pH de 10 y 60 °C con tiempo de estabilizacién de 300min, el cual
resulta ser alto al compararlo con investigaciones al utilizar como sustrato lactosuero crudo, pero
menor que al emplear concentrado de proteina; se deduce que se debe a la disposicion en que se
encuentran las proteinas (estructura molecular) y a su concentracion. Al caracterizar las proteinas
del lactosuero se evidencié mayor liberacion de nitrégeno en los primeros minutos, lo cual respalda
la curva de evolucion de la hidr6lisis. Por otra parte, mediante la técnica de electroforesis tricina-
SDS PAGE se pudo observar la desaparicion progresiva de las proteinas y formacion de especies
proteicas con un tamafio molecular menor a 6,5 kDa.

Los medios de fermentacion con las fuentes de nitrogeno, extracto de levadura e hidrolizado al
1%p/p mostraron un comportamiento similar respecto a UFC/mL, densidad optica y pH, teniendo

en ambos casos un periodo de adaptacion entre 10 y 23h, estabilizandose el crecimiento a las 34h;
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mientras que al emplear hidrolizado al 7%p/p fue menor el crecimiento microbiano y su descenso
en el pH fue més lento, con un tiempo de adaptacién igual a 34h y hasta las 48h alcanz6 su fase
estacionaria. Este aspecto podria estar relacionado a una limitacion en el crecimiento por exceso
de nitrogeno total, ya que el medio con extracto de levadura cuenta con 1,1%p/p de nitrégeno
total; el medio con hidrolizado de proteina al 1%p/p, cuenta con 1,3%p/p, y el medio con
hidrolizado al 7%p/p, tiene 9,3%p/p de nitrégeno total.

Para los medios con extracto de levadura al 1%p/p, hidrolizado de proteina al 1%p/p e
hidrolizado al 7%p/p, las concentraciones de &cido lactico producido luego de 96h de fermentacion
fueron, 23,54; 19,413 y 12,1 g/L, respectivamente; obteniendo los siguientes valores de
productividad; 0,126; 0,202 y 0,242 g/L.h, respectivamente. El medio con extracto de levadura
consumio 31,281g/L de lactosa, con hidrolizado al 1%p/p, 24,501g/L y con hidrolizado al 7%p/p

9,8139g/L; resultados en parte explicados debido a fermentaciones realizadas sin control de pH.

5. Recomendaciones

Trabajar en los protocolos de fermentacion lactica con control de pH, de modo que se puedan hacer
pruebas bajo estas condiciones empleando hidrolizados de proteinas del lactosuero como fuente
de nitrogeno, lo cual permitiria aumentar las productividades.

Estudiar el efecto del tamafio del indculo en los medios de fermentacion, para establecer la
concentracion que permita disminuir los tiempos de adaptacion y estabilizacion en el crecimiento

del microorganismo fermentativo.
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