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Resumen

El lactosuero acidificado espontáneamente pone en riesgo la salud del consumidor al utilizarlo como acidificante de la leche usada en la elaboración del queso tipo mozzarella, y además reduce la calidad del producto. El objetivo de esta investigación fue evaluar el proceso de fermentación del lactosuero ácido (entero y desproteinizado) con Lactobacillus casei, utilizando diferentes porcentajes de su inóculo. Se caracterizaron fisicoquímicamente los lactosueros, sometiéndolos a fermentación anaeróbica a 37°C y 120 rpm por 96 h. Se evaluó la concentración de biomasa celular, el consumo de lactosa, la producción de ácido láctico (AL) y se estimaron los parámetros cinéticos y estequiométricos. Se aplicó un diseño experimental completamente al azar con arreglo factorial 2x3, empleando la metodología de medidas repetidas. Los datos, se procesaron a través de los paquetes estadísticos SAS® versión 9 y Statgraphics Centurión XVI®. El lactosuero, entero y desproteinizado, se encontró dentro de los intervalos fisicoquímicos aceptables para su acidificación. Los valores de acidez fueron superiores a 120 Grados Dornic (120°D) con la inoculación  de L. casei, excepto en lactosuero desproteinizado, inoculado con 15% de cultivo. El lactosuero entero con 15% de inóculo, alcanzo 120°D en el menor tiempo (34h). Altas concentraciones de inóculo (15%) favorecieron la acidificación en el lactosuero entero, mostrando la mayor producción (20.83gAL/l), Y´p/s=0.86, Qp=0.173gAL/l*h; mientras el lactosuero desproteinizado mostró un mayor crecimiento microbiano, menor conversión de lactosa (8.2%) y menor producción media de ácido láctico (8.19g/l). 
Palabras clave: suero lácteo, ácido láctico, queso hilado, parámetros cinéticos.
Abstract  
The spontaneously acidified whey threatens consumer health and reduces quality of mozzarella cheese. The goal of this research was to evaluate the acidification process of acid whey (whole and deproteinized) by fermentation with different inoculum concentrations of Lactobacillus casei.  The whey was physicochemically characterized and anaerobically fermented at 37°C and120 rpm during 96h. Cellular biomass was evaluated, as well as lactose consumption, lactic acid production, kinetic and stoichiometric parameters were estimated. A completely randomized design with factorial arrangement (2x3) was applied by using the repeated measures methodology. Data was processed by using SAS® statistical package, version 9 and Statgraphics Centurion XVI®. The acidification for the whole and deproteinized whey was found within the acceptable intervals. Acidification values ​​were above 120 degrees Dornic (120°D) with L. casei inoculation, except in the deproteinized whey inoculated with 15% of inoculum. The whole whey with 15% of inoculum reached 120°D in the shortest time (34 hours). High concentrations of inoculum (15%) aided the acidification in whole whey and showed the highest production (20.83 g LA/l), and p/s=0.86, Qp=0.173 g AL/l*h; on the other hand, the deproteinized whey showed the highest microbial growth, lowest conversion of  lactose (8.2%) and lowest lactic acid production (8.19g/l).
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Introducción
En los procesos de obtención de queso, caseína o coprecipitados, se genera lactosuero. Se estima que a partir de 10 litros de leche de vaca se puede producir de 1 a 2 kg de queso y un promedio de 8 a 9 kg de lactosuero, lo cual representa cerca del 85 - 90% del volumen de la leche, que contiene alrededor del 55% de sus nutrientes; es decir que el volumen de lactosuero es aproximadamente 7 a 10 veces mayor que el queso producido, según su variedad (Liu et al., 2005; Callejas et al., 2012). 

Actualmente, la producción de lactosuero se constituye en un problema ambiental (Parra, 2009); si se consideran los altos volúmenes producidos, su vertimiento en fuentes naturales de agua o en suelos sin haber sido sometido a tratamiento y sin considerar su carácter contaminante, dada la cantidad de nutrientes que posee. Sólo una parte de lactosuero producido es aprovechado adecuadamente,  aproximadamente el 47% de las 115 millones de toneladas de lactosuero producido a nivel mundial son desechadas al ambiente sin tratamiento previo, lo que además de ocasionar un gran daño ecológico, también  representa una pérdida significativa de recursos (Guerrero et al., 2012). Se estima que, en términos de composición y de valor energético, los sólidos del lactosuero son comparables a la harina de trigo (357 Kcal/100 g) (Inda, 2000; Lagua, 2011). 
Como consecuencias de su inadecuada disposición, en los suelos se produce saturación de los mismos y en las aguas, debido a la presencia de alto contenido de nutrientes en el lactosuero, se genera  un contenido de materia orgánica del  40 al 60 g/l de Demanda Bioquímica de Oxígeno (DBO) y entre 50 y 80 g/l de Demanda Química de Oxígeno (DQO) de lactosuero líquido (Kavacik y Tapaloglu, 2010; Guerrero et al., 2012), siendo la lactosa el principal componente de los sólidos que contribuye a la alta DBO y DQO (Ghaly y Kamal, 2004; Mukhopadhyay et al., 2005; Koutinas et al., 2009; Almeida et al., 2009; Kavacik y Tapaloglu, 2010, Guerrero et al., 2012). 

Para el año 2012, Colombia presento una producción de 10 millones de kilogramos de queso comercializado, en los Departamentos de Antioquia y Cundinamarca, de donde se produjeron aproximadamente 90.000.000 l de lactosuero (Martínez, 2012). En los Departamentos de Córdoba y Sucre, alrededor del 70% del total de la producción lechera se destina a la elaboración de queso, ya sea artesanal o industrialmente. La fabricación no estandarizada de quesos constituye un renglón importante en la economía de muchos pobladores, siendo un producto de consumo masivo (Gallegos et al., 2007). Empresas productoras de quesillo o queso tipo mozzarella fermentan de manera espontánea el lactosuero por  acción de microorganismos presentes en él,  proveniente de la leche cruda o por contaminación durante el proceso, esta reacción es favorecida por los sustratos  que contiene el lactosuero y la temperatura ambiental (32ºC) de la región, pero estas fermentaciones se producen de manera  no controlada de modo que en algunos casos podrían representar un riesgo para la salud del consumidor y van en detrimento de la calidad del producto obtenido; lo conveniente es realizar fermentaciones controladas empleando microorganismos y condiciones adecuadas para garantizar mejoras en el proceso y en el producto obtenido. 
El propósito de esta investigación fue evaluar el proceso de acidificación de lactosuero ácido (entero y desproteinizado) por fermentación con Lactobacillus casei, para su utilización en elaboración de quesos de pasta hilada, buscando determinar la influencia del tratamiento aplicado al lactosuero y el porcentaje de inóculo adicionado, como alternativa para el aprovechamiento de los nutrientes que contiene este subproducto, de modo que sea posible desarrollar una tecnología que permita suprimir la fermentación espontánea del lactosuero, la que afecta la calidad sanitaria del producto terminado, y mejorar las características organolépticas del mismo; aprovechando que el empleo de L.casei produce un sabor ácido, inhibición de organismos patógenos, reducción de contenido de lactosa y formación de aromas, entre otros (Parra, 2010). 
Metodología
Localización del proyecto. El estudio se realizó en la Planta Piloto de Operaciones Unitarias de la Universidad de Sucre, ubicada en la Granja Los Pericos del Municipio de Sampués – Sucre, Colombia. Los análisis fisicoquímicos se desarrollaron en los Laboratorios de Bromatología y Bioingeniería, y de Microbiología de la Universidad de Sucre,  y en el Laboratorio de Control de Calidad de la empresa Colquesos.  

Obtención de los lactosueros. Los lactosueros utilizados para el estudio  proceden de la elaboración de queso tipo Mozzarella (lactosuero ácido entero) y a partir del proceso de obtención de requesón (lactosuero ácido desproteinizado), procesos desarrollado por la empresa Colquesos. Fueron almacenados en refrigeración a 4ºC para posteriores análisis.
Caracterización de los lactosueros utilizados. Los lactosueros se caracterizaron fisicoquímicamente utilizando las técnicas que se describen a continuación: Acidez (AOAC 947.05, 2009 adaptado; Jaramillo, 1993), Densidad (AOAC 925.22, 1990), pH (AOAC 981.12, 1990), Sólidos Totales (AOAC 925.105, 1990 adaptado), Proteína (AOAC 920.05, 1990 adaptado), Nitrógeno (AOAC 976.06, 1990), Materia grasa (AOAC 989.04, 1990 adaptado, CAA, Tomo II, 13-8, 1989), Cenizas (AOAC 945.05, 1990 adaptado) y Lactosa (AOAC 16051, 1984). Las mediciones fueron realizadas en base húmeda. 
Fermentación
Activación del microorganismo y mantenimiento del cultivo

Cepas liofilizadas de Lactobacillus casei ATCC 393®, fueron activadas según las instrucciones del inserto. A partir de cultivo obtenido, se realizaron repiques periódicos de las cepas  en agar MRS®, incubándolas a 37°C durante dos días y posteriormente almacenándolas a 4°C (Hujanen y  Linko, 1996).
Preparación del Cultivo Madre.  800 ml de leche entera UHT, fueron calentadados a 37°C e inoculados con 5-6 azadas del caldo de cultivo de la cepa Lactobacillus casei ATTC 393®, previamente activado, que presentaba una turbidez de 0.5 en la escala de McFarland, lo cual corresponde a aproximadamente 1 a 2 x 106  UFC/ml; luego se incubó a 37°C hasta formar un coágulo transparente y firme; característica tomada como referencia, considerando que las bacterias ácido lácticas como Lactobacillus casei en productos como la leche, tienen la capacidad de formar geles (Parra, 2010). Desde la siembra, hasta la formación del coágulo, se realizaron mediciones de biomasa con Cámara de Neubauer, cada 2 horas y se midió la acidez. 
Para el control se tomaron 100 ml de leche entera UHT a 37ºC, que fueron incubadas sin la siembra del microorganismo de modo que se pudiera comprobar la no existencia de contaminación por presencia de otros microorganismos. 
Pretratamiento de lactosueros y preparación del cultivo de adaptación (Preinóculo). El lactosuero ácido entero se sometió a pasteurización lenta para garantizar el crecimiento del cultivo seleccionado, sin lograr la desproteinización del mismo; posteriormente  fue enfriado hasta 37°C. Para el lactosuero desproteinizado (procedente de un tratamiento térmico severo) no se consideró necesario la pasteurización. 
Se preparó un cultivo de adaptación (Preinóculo) para cada lactosuero, empleando 10% del cultivo madre y adicionando los lactosueros hasta completar 1000 ml. No se suplementaron los lactosueros, debido a que se quería conocer su capacidad como sustrato únicamente con su composición usual (Álvarez y Aguirre, 2008). Se realizaron mediciones de pH, acidez y recuento de microorganismos, en intervalos de una hora; se consideró que los cultivos presentaban condiciones óptimas para ser inoculados al observar un conteo superior a 108 UFC/ml, momento en el cual se suspendió la fermentación mediante una disminución lenta de la temperatura a 4ºC. 

Proceso de fermentación batch. La fermentación se llevó a cabo en                       6 montajes diseñados siguiendo las especificaciones del fermentador aerobio – anaerobio TECFERM® 2L serie 0204, fabricado por Tecferm y distribuido por PBM Colombia (2003). Se realizaron  3 repeticiones por cada batch, se controló la temperatura a 37°C (Serna y Rodríguez, 2005b; Aguirre et al., 2009; Escobar et al., 2010; García, 2012), con agitación a 120 rpm durante  96 h (Lee, 2005; Serna y Rodríguez, 2005 a,b; Serna y Rodríguez, 2007). No se suministro oxigeno. 
Los lactosueros fueron inoculados con cepas del cultivo de Lactobacillus casei, en un 5, 10 y 15% (v/v) de los 700 ml en cada repetición, bajo condiciones asépticas. Para el control, se sometieron ambos lactosueros a las mismas condiciones de fermentación, pero sin la adición de microorganismo. 
Seguimiento de la fermentación. Se realizó un seguimiento de los parámetros: consumo de sustrato, recuento en placa, acidez desarrollada, contenido de nitrógeno y proteína y estimación de parámetros cinéticos. Se realizaron mediciones a las 2, 4, 6, 8, 10, 22, 34, 46, 58, 72 y 96 horas.

Consumo de sustrato. Para establecer el comportamiento en relación al consumo de sustrato (lactosa), se tomó como base la curva patrón de azúcares reductores, determinada por el método colorimétrico modificado DNS (ácido dinitrosalicilico).  La concentración de lactosa del medio de cultivo, fue medida por el método espectrofotométrico a 540 nm (AOAC 16051, 1984; Serna y Rodríguez, 2005a; Serna y Rodríguez, 2007). 
Recuento en placa.  Se utilizó peptona universal (0.1% p/v), para realizar diluciones sucesivas de las muestras inoculadas hasta 108 UFC/ml en proporción 1:9. Se sembró en profundidad en agar MRS y se incubó a 37oC, por 72h en condiciones de anaerobiosis. El conteo de células viables se realizó como UFC/ml y se expresó  como unidades logarítmicas (UFC/ml). Para cada sustrato en los tiempos de control, el recuento se efectuó por triplicado. Se estableció, a través de preensayos que se debían realizar diluciones de 10-7 y            10-8 UFC/ml.
Acidez desarrollada. Fue medida mediante titulación según AOAC 947.05, 2009, en grados Dornic (ºD).Tomando como referencia la acidez requerida en lactosuero a emplear en elaboración de quesos de pasta hilada, según lo reportado por la empresa Colquesos (mínimo 120°D) (información primaria; suministrada por el departamento de calidad de la empresa Colquesos, Jaramillo et al., 1993).  

Contenido de nitrógeno y proteína. Fue determinado por el método Kjeldahl (AOAC 976.06, 1995), para luego calcular el porcentaje de proteína.

Estimación de parámetros cinéticos. Se calcularon  los parámetros cinéticos Y´p/s: Rendimiento del producto a partir del sustrato, Y´p/x: rendimiento del producto con respecto a la biomasa, Qp: Productividad volumétrica del ácido láctico, Qx: Productividad volumétrica de biomasa, a través de las variables de respuesta: concentraciones de lactosa, recuento en placa y acidez, en relación al tiempo de fermentación  para cada uno de los tratamientos. (Jakymec et al., 2001; García, 2012).
Procesamiento y análisis. Se aplicó análisis de varianza ANAVA, pruebas de comparación de Duncan y polinomios ortogonales. Se realizaron análisis por cada tiempo y al final se realizó una regresión para ver el efecto del tiempo. Como prueba de validación se aplicó Shapiro-Wilk y la prueba de homogeneidad de varianza de Hartley.
Los parámetros estequiométricos y cinéticos fueron evaluados aplicando un  análisis de varianza (ANOVA) a los diferentes tratamientos  y una prueba de comparación de medias de Duncan a los tratamientos que mostraron diferencias significativas (p<0.05).   
Se aplicó un diseño experimental completamente al azar con arreglo factorial 2x3, donde el factor 1 fue el tipo de lactosuero empleado, con 2 niveles (suero ácido entero y suero ácido desproteinizado) y el factor 2 fue la cantidad de inóculo empleado, con 3 niveles 5, 10 y 15%, con tres repeticiones, para un total de 18 unidades experimentales. Se evaluó el consumo de lactosa, producción de ácido láctico, los parámetros cinéticos y estequiométricos durante las 96 horas de fermentación. Se emplearon los programas estadísticos STATGRAPHICS® Centurión XVI (Warrenton, Virginia. U.S.A, 2009) y SAS® versión 9 (North Carolina, USA, 2003). 
Resultados y Discusión
Caracterización del lactosuero. En la tabla 1 se muestran las características fisicoquímicas de los lactosueros empleados en la investigación. 
Tabla 1. Características fisicoquímicas de los lactosueros.
	

	Lactosuero desproteinizado (LD)
	Lactosuero entero (LE)

	Ceniza (%)
	0,22±0,13
	0,45±0,26

	Lactosa (g/dL)
	4,37±0,03
	4,12±0,06

	Densidad (g/ml)
	1,026±0,00
	1,029±0,00

	Ph
	4,8±0,00
	5,35±0,00

	Acidez (°D)
	34,67±0,58
	28±0,00

	Nitrogeno (N)
	0,098±0,00
	0,185±0,01

	Proteína (%)
	0,628±0,02
	1,03±0,15

	Grasa (%)
	DLD
	0,3±0,00

	ST (%)
	5,22±0,11
	6,09±0,37

	Humedad (%)
	94,78±0,11
	93,91±0,37


DLD: Debajo del límite de detección
La caracterización realizada a los lactosueros coincide con el intervalo de valores reportado para lactosuero ácido y lactosuero de requesón por Guerrero et al., (2012). En el suero desproteinizado se observa una mayor concentración  de acidez que en el entero, posiblemente causada por el calor al efectuar la desproteinización, al igual que una disminución en el contenido de nitrógeno. Los valores de nitrógeno y proteína para este suero son comparables a los  encontrados por Urribarri et al. (2004). Los resultados obtenidos para el lactosuero entero son similares a los reportados por Monsalve y González (2005); Madrid (1994); Panesar et al. (2007) y Franchi (2010).
El valor del pH en los dos tipos de lactosueros,  los define como sueros ácidos (Miranda et al., 2009), pudiéndose considerar medianamente ácido al suero entero y ácido al desproteinizado, de acuerdo a lo observado por Gutiérrez (2006); estudios realizados señalan que la mayoría de las bacterias ácido lácticas tienen alta tolerancia a pH por debajo de 5.0, lo que les da ventaja competitiva sobre otras bacterias (Hofvendahl y Hahn-Hägerdal, 2000).  
Relación de la acidificación con el tipo de lactosuero e inóculo. Al evaluar la interacción entre el tipo de lactosuero y la concentración del inóculo, se aprecia una diferencia altamente significativa (p<0,05) en los tiempos de fermentación analizados, por lo que influye en la formación del ácido láctico; observándose un efecto favorable a mayor concentración de inóculo y lactosuero desproteinizado; Obteniéndose con el lactosuero entero y 15% de inoculo, la acidez más alta con un promedio de 108°D, en los demás casos se formaron dos grupos estadísticamente significativos conformados por los tratamientos con lactosuero entero inoculado con 5 y 10%; lactosuero desproteinizado inoculado con 5, 10 y 15%. El tratamiento con mayor acidez se presentó en los lactosueros enteros; el inóculo  del 15%  logró una mayor acidez media en todos los tratamientos y las concentraciones de 5 y 10%, no mostro diferencias significativas para el porcentaje de inóculo (p>0,05). 
Se observa que el lactosuero entero y las altas concentraciones del inóculo al inicio de la fermentación favorecen una alta acidificación del medio. Similar a lo reportado por Aguirre et al. (2009) y Hernandez-Miranda et al. (2007), quienes afirman que el crecimiento de los Lactobacillus se debe en parte a la composición de nutrientes de la materia prima inicial y el nivel de inóculo utilizado. 

Entre los dos tipos de lactosuero, no se presentaron diferencias estadísticamente significativas (p<0,05) en el valor de la acidez durante las primeras 10h de la fermentación. Lo cual concuerda con lo reportado por Machado et al. (2007), quienes establecieron que a mayores tiempos de fermentación del suero lácteo se obtiene mayor cantidad de ácido láctico. Sin embargo, investigaciones Aguirre y colaboradores (2009), señalan que la producción de ácido láctico inhibe el desarrollo de biomasa del L. casei. Para contrarrestar este efecto, se recomienda la estrategia de cultivo por lote alimentado, la cual consiste en realizar montajes de cultivo en batch en donde se pueda alimentar continuamente medio nutritivo fresco o alguno de sus componentes.  
Para la elaboración de quesos de pasta hilada, se requiere el uso de lactosuero ácido con 120°D mínimo (información primaria, suministrada por el departamento de calidad de la empresa Colquesos; Jaramillo et al., 1993). En la figura 1 se muestra el comportamiento de la acidificación de los tratamientos con lactosuero entero y lactosuero desproteinizado inoculado al 5% y 10% y 15% con  L. casei.
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Figura 1. Acidificación con L. casei debido al efecto de lactosuero                     a) entero y b) desproteinizado, inoculado al  ■: 5%, ▲:10% y ♦: 15%.

En los tratamientos con lactosuero entero inoculados al 5 y 10%,  el valor de referencia (120°D), se alcanzó a las 82 y 86h, respectivamente; mientras que con el lactosuero desproteinizado el valor se alcanzó a las 72h y 87h, respectivamente. En el tiempo de 34h, el lactosuero entero inoculado al 15% alcanzó la acidez deseada, lo cual no se consiguió para el suero desproteinizado aun completándose las 96h de la fermentación.  

Como sustrato, el lactosuero entero mostro un comportamiento que favorece la síntesis de producto, mientras el lactosuero desproteinizado beneficia el crecimiento del microorganismo, este comportamiento está acorde con los estudios reportados por Orozco y Solarte (2003), en donde los microorganismos toman los nutrientes del medio y lo utilizan para llevar a cabo todas sus funciones metabólicas, una vez que se verifica el crecimiento de la biomasa se favorece la biosíntesis de un metabolito como producto. En muchos casos el producto de las fermentaciones industriales es la biomasa, pero en la gran mayoría de los esquemas de producción son sustancias de alto valor agregado por fermentación.
Cinética de crecimiento, consumo de sustrato y formación del producto.

En las figuras 2, 3 y 4 se muestra la evolución en la formación de ácido láctico, concentración de lactosa y recuento de L. casei, durante la fermentación de los lactosueros con diferentes porcentajes de inóculos. 
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Figura 2. Perfil de fermentación con L. casei en lactosuero a) entero y b) desproteinizado con 5% de inóculo.
Se evidenció que en los medios con 5% de inóculo (figura 2) al final del  periodo de fermentación  (96h) la concentración de lactosa fue de 27,7 g/l en el lactosuero entero y 40,1 g/l en el desproteinizado, correspondiente a una conversión del 32,8% y 8,2% de lactosa, respectivamente. Esto concuerda con lo encontrado por Serna y Rodríguez (2007), quienes concluyeron que la concentración de azúcares totales muestra un efecto inverso sobre la concentración de ácido láctico.
El mayor crecimiento fue de 3,08 x 108 UFC/l en el lactosuero desproteinizado y de 2,88 x 108 UFC/l en el entero, a las 96h de fermentación. El comportamiento del  lactosuero desproteinizado al ser empleado como sustrato, sugiere que en este se encuentran, además de los micronutrientes señalados en la caracterización, factores de crecimiento, aminoácidos y ácidos grasos, considerados esenciales para el crecimiento y la producción de ácido láctico por L.casei. Comportamientos similares fueron reportados por Serna y Rodríguez (2007).
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Figura 3. Perfil de fermentación con L. casei en lactosuero a) entero y b) desproteinizado con 10% de inóculo. 
En  los medios inoculados con 10% del cultivo (figura 3), para el lactosuero entero y desproteinizado, se logró una conversión de lactosa del 43,6% y 22,2% y una concentración de ácido láctico 13,9g/l y de 13,7 g/l, respectivamente.  Al final de la fermentación del lactosuero entero e inoculado con 10%, se observa una reducción del crecimiento del microorganismo de 3,16 x 108  UFC/l a las 72h hasta 1,86 x 108 UFC/l a las 96h; mientras en el lactosuero desproteinizado no se observó reducción del crecimiento. Estudios realizados por Jakimec et al. (2001) demostraron que los rendimientos de biomasa disminuyen al aumentar la concentración de lactosa, de modo que la mayor concentración de ácido láctico se obtiene en suero desproteinizado sin adición de lactosa, evidenciando que entre mayor es la concentración del sustrato, mayor es la velocidad de consumo y que la producción de ácido láctico origina una disminución del pH en el medio, lo cual afecta el crecimiento, el consumo y la producción. Este  efecto se presentó con el lactosuero entero, que muestra mayor producción de ácido, pero menor crecimiento en términos de biomasa.
Con respecto a los medios inoculados con un 15% del cultivo (figura 4), durante la fermentación del lactosuero entero, se logró la mayor concentración final de ácido láctico (20,8 g/l), una conversión de 36,2% de lactosa y 3,63 x 108   UFC/l de L. casei; caso contrario en el lactosuero desproteinizado donde se obtuvo la menor concentración final de ácido láctico (8,1g/l).



Figura 4. Perfil de fermentación con  L. casei  en Lactosuero a) entero y b) desproteinizado con 15% de inóculo. 
Las figuras 2, 3 y 4 concuerdan con lo reportado en la tabla 2, donde se observa que los tratamientos con lactosuero entero obtuvieron las mayores conversiones de lactosa a ácido láctico, a las tres concentraciones de inóculo. La menor conversión  (8,2%) fue en el lactosuero desproteinizado e inoculado con 5% de L. casei y 5,09g/l de ácido láctico, mostrando que la fermentación se direccionó al desarrollo del L. casei.
La concentración promedio de Lactobacillus casei fue de 2,82x108±0,097 UFC/l a las 96h de fermentación. De acuerdo con lo reportado por García (2012) se confirma que el efecto de la suplementación favorece la bioconversión a ácido, ya que cuando se suplementó con una fuente de nitrógeno se mejoró la velocidad de bioconversión, duplicándose el ácido láctico producido (De Lima et al., 2009).
En la tabla 2, se presentan los valores medios obtenidos de la concentración de la biomasa de L. casei, ácido láctico y lactosa para los diferentes tratamientos a través del tiempo de fermentación. Se observó que el tipo de lactosuero, inóculo y la interacción de estos muestran un efecto significativo (p<0,05) sobre el crecimiento, el consumo de sustrato, la formación de producto y los rendimientos de la fermentación.
Tabla 2. Medias de  Producción biomasa, ácido láctico y consumo de lactosa.
	Tratamientos
	Concentración de
Biomasa

X(UFC/l)
	Producto

A. Láctico

P(g/l)
	Consumo

Lactosa

S (g/l)

	1
	LE 5
	1,18x108±0,009ac
	8,88±0,12ª
	13,50±0,63ª

	2
	LE 10
	5,28 x107±0,02b
	11,21±0,035b
	17,96±0,49b

	3
	LE 15
	1,36 x108±0,03abc
	16,27±0,12c
	14,92±0,28ª

	4
	LD 5
	1,82 x108±0,005d
	5,09±0,087d
	3,57±0,80c

	5
	LD 10
	1,36 x108±0,011c
	10,50±0,036e
	9,69±0,33d

	6
	LD 15
	9,06 x107±0,049ab
	4,51±0,07f
	7,72±0,35e


LE: lactosuero entero, LD: lactosuero desproteinizado, 5=5% inóculo, 10=10% inóculo, 15=15% inóculo.  Valores con igual letra, en una misma columna, no son significativamente diferentes, (α=0,05)
El tratamiento con lactosuero desproteinizado inoculado al 5% favoreció el crecimiento del L. casei comparado con el lactosuero entero, donde se obtuvo el menor crecimiento con el inóculo del 10% de cultivo. Respecto a la producción, cabe destacar que el tratamiento con lactosuero entero y 15% de inóculo, mostró la mayor producción de ácido láctico, mientras que el lactosuero desproteinizado con 15% de inóculo presentó la menor. En cuanto al consumo de lactosa, el tratamiento con lactosuero entero y 10% de inóculo, presento el mayor consumo de lactosa, y el lactosuero desproteinizado con 5%  de inóculo evidencio el menor; lo cual indica que el lactosuero desproteinizado fue un medio propicio para el desarrollo del microorganismo en lugar de sintetizar producto, mientras que en el lactosuero entero el rendimiento del producto con respecto a la biomasa (Y´p/x) fue superior. 

Parámetros fermentativos. Basado en los datos experimentales de concentración de lactosa, ácido láctico y recuento de L. casei, los coeficientes estequiométricos fueron determinados para formación de producto, consumo de sustrato y biomasa (tabla 3) en cada uno de los tratamientos, donde los factores de variación mostraron un efecto significativo (p<0,05) sobre estos. El rendimiento de producto a partir del sustrato (Y´p/s) fue más estable en los tratamientos con lactosuero entero que cuando se usó el desproteinizado, y no está relacionado directamente con el logro de la acidificación del medio al estándar requerido (120°D). El medio con lactosuero entero e inoculado con 15% de cultivo madre logró la acidificación a las 34h de fermentación, contrastado con el mejor rendimiento Y´p/x igual a  80,38. 
Tabla 3. Valores de los Coeficientes estequiométricos.
	Tratamientos
	Lactosa inicial

(g/l)
	Acidez °D
	Rendimientos

Experimentales
	Productividad Volumétrica

	
	
	
	Y´p/s   g/g
	Y’p/s           g/g
	Y´p/x            g/g
	Qp gAL/l h
	Qx 
UFC/l h

	LE 5%
	41,2
	152
	0,65ª
	0,0169ª
	38,83ª
	0,095
	1,25 x106

	LE 10%
	41,2
	139
	0,62ª
	0,0081ª
	77,32b
	0,119
	5,62 x105

	LE 15%
	41,2
	236
	0,86c
	0,0136ª
	80,38b
	0,173 
	1,44 x106

	LD 5%
	43,7
	82
	0,49c
	0,1080b
	13,18c
	0,054
	1,93 x106 

	LD 10%
	43,7
	137
	0,68b
	0,0275ª
	39,43ª
	0,112
	1,45 x106 

	LD 15%
	43,7
	81
	0,58ª
	0,0218ª
	26,88ac
	0,048
	9,64 x106 


LE: lactosuero entero, LD: lactosuero desproteinizado, 5=5% inóculo, 10=10% inóculo, 15=15% inóculo. Y´p/s: Rendimiento del producto a partir del sustrato (g/g), Y´x/s: rendimiento de biomasa con respecto al sustrato (g/g),              Y´p/x: rendimiento del producto con respecto a la biomasa (g/g),                          Qp: Productividad volumétrica del ácido láctico (gAL/lh), Qx: Productividad volumétrica de biomasa (UFC/lh). 
Valores con igual letra, en una misma columna, no son significativamente diferentes, (α=0,05)
                                                                                                                             Los rendimientos obtenidos Y´p/s son superiores a los reportados por Mirdamadi et al. (2008) quienes encontraron rendimientos de 0,47 a 0,33 (g ácido láctico / g lactosa) cuando suplementaron con glucosa, por otro lado, Plessas et al. (2008) obtuvieron rendimientos de 0,23 (g ácido láctico / g lactosa) en lactosuero diluido y no diluido usando L. helveticus, al igual que a los obtenidos por Aguirre et al. (2009) en suero de leche de cabra en un cultivo batch (Yp/s de 0,52 g ácido láctico / g lactosa quienes emplearon suero de leche de cabra en un cultivo batch  y por García (2012) quienempleando lactosuero desproteinizado suplementado con sulfato de amonio y lactosa logro rendimientos de 0,5306 y 0,2488 (g ácido láctico / g lactosa).
El máximo rendimiento teórico de ácido láctico producido debe ser de 1,05 g Ac. Láctico/g Lactosa, lo cual en la práctica, generalmente no ocurre y se obtienen rendimientos de alrededor un 85% en los mejores casos (Serna y Rodríguez, 2005b). Los resultados de este estudio difieren con lo observado en sustratos como el lactosuero, dado que en condiciones teóricas un sustrato puro adicionaría una fuente de vitaminas y cofactores que son aprovechados en su totalidad, sin considerar que una parte de estos en la realidad no son transformados, pues son usados para la realización de las actividades metabólicas del microorganismo.
Los resultados muestran que altas concentraciones de inóculo favorecen la acidificación en el lactosuero entero, mientras que en el lactosuero desproteinizado el crecimiento microbiano fue mayor y favorecido por la baja concentración inicial de inóculo. Varios factores estimulan el crecimiento y tienen considerable efecto sobre la producción de ácido láctico, entre ellos la mezcla de aminoácidos y péptidos usualmente no solo estimulan el crecimiento y resultan en velocidades de crecimiento mucho más altas (Vásquez, 2008).
La evaluación de la productividad Qp y Qx, evidenció que el tratamiento con lactosuero entero y 15% de inóculo presentó mayor productividad en relación a la formación de ácido láctico, siendo la menor la obtenida en el lactosuero desproteinizado inoculado con 5% de L. casei; esto concuerda con el comportamiento mostrado al evaluar los rendimientos Y´p/s en esta investigación, y con lo establecido por Serna y Rodríguez (2005b), para quienes las cepas que generan altas concentraciones y rendimientos, tienen altas productividades.
Respecto a Qx, se encontró que la mayor productividad fue obtenida en el lactosuero desproteinizado con 5% de inóculo, y la menor en el tratamiento con lactosuero entero inoculado con 10% de L. casei, estos resultados concuerdan con lo establecido por Aguirre et al. (2009), quienes afirman que dado que el producto principal del metabolismo de L. casei es el ácido láctico, se inhibe el desarrollo de biomasa, recomendando el uso de la estrategia de cultivo por lote alimentado para conseguir altas productividades, tanto de biomasa como de producto.
En otra investigación similar, Urribarrí et al. (2004), evaluo la producción de acido láctico a partir de lactosuero desproteinizado suplementado con extracto de levadura y peptona trípsica de caseína fermentada en un cultivo continuo con L. helveticus, se encontró una tasa específica de crecimiento máximo de μmax= 0,469 ± 0,012/h, un rendimiento real  de Yc= 0,759 ± 0,061 kg de biomasa producido/ kg de lactosa consumido para crecimiento, similar a lo observado en la presente investigación para el lactosuero entero con 10% de inóculo. La máxima concentración de biomasa y ácido láctico fue de 55 y 10,97 kg/m3, siendo la máxima productividad de biomasa y ácido láctico 6,2 y 1,83 kg/m3.h, respectivamente. Estos resultados sugieren el potencial uso del lactosuero como sustrato para bacterias homolacticas (Urribarrí et al., 2004).
Conclusiones
Los parámetros fisicoquímicos de los lactosueros entero y desproteinizado provenientes de la elaboración de queso tipo mozzarella y requesón, se encuentran dentro de los intervalos aceptables para su acidificación y posterior empleo como suero ácido en la elaboración de nuevos lotes de producción de este tipo de queso.

La acidificación del lactosuero en los diferentes tratamientos se logró con la inoculación  de L. casei a 37°C, 96h y 120rpm, obteniéndose valores superiores a  120ºD, excepto en el lactosuero desproteinizado con 15% de cultivo.
El lactosuero entero inoculado al 15% con L. casei  presentó el menor tiempo de acidificación, mayor valor de Y´p/s = 0,86 g/g, al igual que la mayor productividad (0,173 gAL/lh). Sin embargo, el mayor crecimiento del cultivo  se experimentó en lactosueros desproteinizados, sin alcanzar el valor de acidificación deseada durante el tiempo de fermentación.  
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