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Resumen 
El lactosuero dulce (LD) constituye uno de los principales subproductos de la 
industria láctea. Dada su alta concentración de materia orgánica y nutrientes, el 
inadecuado manejo de este efluente puede generar serios problemas 
ambientales. El presente estudio tuvo como objetivo evaluar el potencial uso del 
LD para la obtención de biomasa probiótica y ácido láctico, a través de la 
optimización de variables de producción. Para ello, fue analizada la cinética de 
crecimiento de dos cepas probióticas de Lactobacillus sp., evaluando 
condiciones operacionales correspondientes al tipo de cultivo (monocultivo y co-
cultivo), sustrato (fresco y desproteinizado), tasa de dilución y agitación. 
Posteriormente, fue verificada la cinética de crecimiento y producción de 
biomasa y de ácido láctico a una escala de 20L, en un sistema operado en 
régimen discontinuo. Las mejores condiciones de crecimiento fueron obtenidas 
empleando LD fresco diluido, co-cultivo y agitación intermitente a 60 r.p.m. El 
escalado del bioproceso permitió recuperar una concentración de biomasa de 
hasta 108 UFC/mL y obtener un rendimiento de ácido láctico de 54,1% en 
relación al contenido de lactosa. En base a los resultados obtenidos, se 
concluye que el LD puede ser aprovechado como sustrato para la obtención de 
productos de interés biotecnológico, representando una materia prima 
económica y de fácil procesamiento.  
 
Palabras clave: Ácido láctico, aprovechamiento de subproductos, biomasa. 
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1.  INTRODUCCIÓN 

 

El lactosuero dulce (LD) es un 
líquido resultante de la coagulación 
enzimática de la leche durante la 
elaboración del queso (Huertas, 2009). 
Constituye uno de los principales 
subproductos de la industria láctea, 
representando cerca del 85% del 
volumen total de leche procesada 
(Rincon Garcia et al., 2020).   

La composición del LD está 
representada principalmente por la 
presencia de compuestos 
hidrosolubles tales como lactosa (4,5-
5%), proteínas solubles (0,6-0,8%), 
lípidos (0,4-0,5%) y sales minerales (8-
10% de extracto seco), alcanzando 
una demanda bioquímica de oxígeno 
(DBO5) de hasta 50000 mg/L (Huertas, 
2010, 2009). En consecuencia, la 
gestión inadecuada de este efluente 
puede generar graves problemas 
ambientales.  

Considerando su alta concentración 
de materia orgánica y nutrientes, el LD 
puede ser potencialmente 
aprovechado como sustrato para la 

obtención de productos de interés 
biotecnológico, tales como biomasa 
probiótica y ácido láctico (Božanić et 
al., 2014; Recio et al., 2019). Por tanto, 
la optimización de variables asociadas 
a la generación de estos productos 
representa un aspecto de creciente 
interés. 

 Las bacterias ácido lácticas (BAL), 
particularmente pertenecientes al 
género Lactobacillus, presentan un alto 
interés industrial y alimenticio.  Estos 
microorganismos presentan un 
reconocido potencial probiótico 
(Neethu et al., 2015; Rama et al., 
2019; Rodriguez-Palacios et al., 2009). 
Adicionalmente pueden ser cultivados 
en LD, siendo uno de sus productos 
metabólicos el ácido láctico (Rama et 
al., 2019). No obstante, su obtención 
está condicionada a la adecuada 
selección de variables operacionales 
asociadas a su producción, las cuales 
permitan estimar la cantidad de 
biomasa y metabolitos generados en 
un tiempo y concentración de sustrato 
específicos. Adicionalmente, es 
necesario evaluar las condiciones 
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Given its high concentration of organic matter and nutrients, the inadequate 
disposal of this effluent can generate serious environmental problems. The aim 
of this work was to establish the potential use of SW as a growth medium for 
probiotic biomass and lactic acid, through optimization of production variables. 
The growth kinetics of two probiotic strains of Lactobacillus sp. was analyzed, 
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(monoculture and co-culture), substrate (fresh and deproteinized), dilution rate 
and shaking. Subsequently, the growth kinetics and biomass and lactic acid 
production were verified at a scale of 20L, in batch system. The best growth 
conditions were obtained using fresh diluted SW, co-cultivation and intermittent 
shaking at 60 r.p.m. The scaling-up of the bioprocess allowed to recover a 
biomass concentration of up to 108 CFU / mL and a lactic acid yield of 54.1% in 
relation to the lactose content. Based on the results obtained, it is concluded that 
SW can be used as a substrate to obtain products of biotechnological interest, 
representing an inexpensive and easy-to-process raw material. 
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propias de cultivo y parámetros 
cinéticos críticos para un eventual 
escalado.  

El presente estudio tuvo como 
objetivo evaluar el potencial uso del LD 
como sustrato para el crecimiento de 
dos cepas probióticas de Lactobacillus 
sp. y obtención de ácido láctico, 
considerando las siguientes 
condiciones operacionales: i) relación 
C/N y concentración del sustrato, 
mediante dilución y desproteinización; 
ii) agitación del sistema y iii) tipo de 
cultivo (monocultivo y co-cultivo). Las 
variables con mejor desempeño fueron 
empleadas para el escalado del 
bioproceso a un volumen operacional 
de 20L, a partir del cual fueron 
estimadas las constantes cinéticas y el 
rendimiento de biomasa probiótica y 
ácido láctico obtenido a partir del 
sustrato suministrado. Los datos 
obtenidos constituyen un aporte para 
el desarrollo de sistemas de 
aprovechamiento de LD. 
 
2. METODOLOGIA 
 

2.1 Inóculo  
 

Las cepas probióticas de 
Lactobacillus sp. empleadas para la 
realización de las pruebas cinéticas 
(denominadas Lac7 y Lac12), fueron 
obtenidas a partir del banco de 
aislados ambientales del laboratorio de 
biotecnología industrial de la 
Universidad Francisco de Paula 
Santander (Cúcuta, Colombia). Para la 
preparación de los inóculos, una 
colonia procedente de un cultivo 
axénico de cada una de las cepas 
seleccionadas fue inoculada en 15 mL 
de caldo para bacterias ácido lácticas 
MRS (Man Rogosa Sharpe, Merck). El 
periodo de incubación fue de 12-14h a 

37ºC. Posteriormente, por medio de 
diluciones sucesivas, el cultivo 
obtenido fue ajustado a una densidad 
óptica (OD600) de 0,2. 
 
2.2 Sustrato  

 

El LD empleado como sustrato en 
el presente estudio fue colectado en 
una empresa láctea de la ciudad de 
Cúcuta (Colombia), en contenedores 
plásticos estériles de 3 L. Este efluente 
fue almacenado a -5°C. La 
composición (en términos de 
porcentaje de lactosa y proteína) del 
lactosuero empleado se indica en la 
Tabla 1.  

Tabla 1. Determinación del contenido de 
lactosa y proteína en el lactosuero fresco (L.F) 
y lactosuero desproteinizado (L.D) empleados 
como medio de cultivo. 

 

Componente L.F L.D 

Lactosa (%) 5,1 4,2 

Proteína (%) 0,84 0,38 

 
L.F: Lactosuero fresco; L.D: Lactosuero 

desproteinizado. 
 

Para definir el tipo de tratamiento a 
realizar sobre el LD, inicialmente, 
fueron evaluados un total de ocho 
ensayos conducentes a variar la 
relación C/N del sustrato. Para ello, el 
LD fue dividido en dos categorías: sin 
pretratamiento, denominado lactosuero 
fresco (L.F) y con pretratamiento, 
denominado lactosuero 
desproteinizado (L.D) (Cury Regino et 
al., 2011). Cada categoría fue diluida 
con agua destilada estéril en 
proporciones 1:0, 1:1, 1:5 y 1:10.  

 Después de su preparación, los 
medios fueron sometidos a 
pasteurización (90ºC por 10 min). 
Estos análisis fueron realizados 
empleando un volumen de 1L, a 37°C, 
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pH 6,0 ± 0,1 e inóculo del 2%. El 
periodo de incubación fue de 24h. 
Como control fue establecido el caldo 
MRS. Todos los ensayos fueron 
realizados por triplicado. Se tomaron 
muestras en intervalos de tiempo 
definidos para determinar la 
concentración de biomasa (UFC/mL), 
pH y concentración de ácido láctico. 

 
2.3 Evaluación de las condiciones 
operacionales 
 

Una vez seleccionado el 
tratamiento más eficiente a aplicar 
sobre el sustrato, fueron evaluadas las 
condiciones operacionales 
correspondientes al periodo de 
agitación y el sistema de cultivo: 
monocultivo y co-cultivo. En el primer 
caso, fueron evaluados dos 
tratamientos correspondientes a 
agitación intermitente (cada hora 
durante 20 min a 60 r.p.m), y agitación 
constante a 60 r.p.m. En la evaluación 
del sistema de cultivo fue realizada 
cinética de crecimiento para cada uno 
de las cepas por separado 
(monocultivo) y una mezcla de la 
misma proporción de cada una de ellas 
(co-cultivo). Estas pruebas fueron 
realizadas considerando las 
condiciones operacionales 
anteriormente descritas. Así mismo, se 
tomaron muestras en intervalos de 
tiempo definidos para determinar la 
concentración de biomasa (UFC/mL), 
pH y concentración de ácido láctico. 
 
2.4 Escalado y balance del 
bioproceso 
 

La configuración del sistema 
empleado para el escalado del 
bioproceso se describe en la Figura 1. 
Fue dispuesto un tanque de 

fermentación con volumen operacional 
de 20 L operado en régimen 
discontinuo. La temperatura del 
proceso fue de 37ºC para un periodo 
de 36 h de operación. Se calcularon 
los parámetros cinéticos de 
rendimiento de biomasa y ácido láctico 
(Y x/s y Yp/s, respectivamente), y la 
velocidad específica de crecimiento 
microbiano (µ) a través de la estimativa 
de la concentración de biomasa y 
ácido láctico generado en función del 
tiempo de establecido para el 
crecimiento exponencial (18 h). La 
estimación de los parámetros 
estequiométricos fue realizada a partir 
de la composición típica de la biomasa 
(CH1.79O0.5N0.2), considerando un 
contenido de sales del 5% (Ertola et 
al., 1994).   
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C
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T M

M
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T
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Agitador

Intercambiador 
de calor

Indicador de presión.

Indicador de temperatura.

Dispositivo de muestreo.  
 

Figura 1. Configuración del sistema de 
producción de Lactobacillus sp. A: Tanque de 
alimentación; B: Esterilizador; C: Biorreactor; 
D: Tanque de recolección. 

 
2.5 Procedimientos analíticos y 
análisis estadístico 
 

La concentración celular durante la 
fermentación fue determinada por el 
método estándar de recuento en placa 
de células viables. Para ello fueron 
establecidas diluciones seriadas y 
siembra en superficie sobre placas 
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Petri conteniendo medio MRS. Las 
placas fueron incubadas a 37ºC por 5 
días, tiempo después del cual fue 
realizado el recuento (expresado en 
unidades formadoras de colonia sobre 
mililitro, UFC/mL). La concentración de 
ácido láctico fue estimada por 
titulometría (método AOAC 947.05) 
(Atherton et al., 1977)  y el pH del 
medio fue determinado por el método 
electrométrico. Todas las pruebas 
fueron realizadas por triplicado. Para el 
análisis estadístico los datos se 
compararon utilizando   el análisis de 
varianza unidireccional (ANOVA) 
seguido de la prueba de Tukey con un 
nivel de significancia del 5% (p<0,05).  
Todos los análisis fueron realizados 
usando el software R (Versión 3.5.1). 

 
3. ANALISIS Y DISCUSIÓN DE 

RESULTADOS 
 

3.1 Selección del medio de cultivo 
 

Para la implementación del 
sistema de producción se procedió a 
seleccionar en primera instancia el 

medio de cultivo a emplear. El 
lactosuero fue evaluado a través del 
establecimiento de varios tratamientos 
teniendo en cuenta su dilución y 
desproteinización. Los análisis 
realizados para la selección del medio 
de cultivo se describen en la Tabla 2, 
donde también se detalla la 
concentración de biomasa obtenida 
para cada una de las cepas probióticas 
en estudio luego de 24 horas de 
proceso a escala de 1L. 

Los mayores valores obtenidos 
para los parámetros de concentración 
celular y velocidad específica de 
crecimiento (con excepción del medio 
control) se presentaron en los 
tratamientos T1 con 4.5 x 108 UFC/mL 
y µ= 0.5418 h-1, T5 con 4.1 x 108 
UFC/mL y µ= 0.5534 h-1, y T2 con 3.9 x 
108 UFC/mL y µ= 0.5418 h-1; 
tratamientos correspondientes a los 
medios S.F. 1:0, S.D. 1:0 y S.F. 1:1 
respectivamente. Entre estos 
tratamientos no se presenta una 
diferencia estadísticamente 
significativa (p<0,05).  

 
Tabla 2. Velocidad específica de crecimiento (μ) de las cepas de Lactobacillus sp. seleccionados (Lac7 y 
Lac12) y concentración máxima de biomasa obtenida (UFC/mL)) luego de 24 h de incubación para cada 
uno de los tratamientos (T1 a T8).  
 

Tratamiento Sustrato  

 Lac7 

Tratamiento Sustrato 

Lac12 

μ ( h-1 )  UFC/mL μ ( h-1 )  UFC/mL  

T0  MRS  0,297 A 4,3 x 107 T0  MRS  0,6951 A 7,8 x108  

T1  L.F 1:0  0,190 AB 3,9 x 107 T1  L.F 1:0  0,5418 B 4,5 x108 

T5  L.F 1:1  0,137 AB 3,6 x 107 T5  L.D 1:0  0,5606 B 3,9 x108  

T2  L.F 1:5  0,408 AB 3,4 x 107 T2  L.F 1:1  0,3616 B 7,4 x107 

T3  L.F 1:10  0,344 BC 3,3 x 107 T6  L.D 1:1  0,4643 C 1,6 x108  

T4  L.D 1:0  0,291 BC 3,8 x 107 T7  L.D 1:5  0,5534 D 4,1 x108  

T6  L.D 1:1  0,345 C 3,0 x 107 T4  L.F 1:10  0,4943 D 2,4 x108  

T7  L.D 1:5  0,248 C 2,9 x 107 T3  L.D 1:5  0,4925 E 1,6 x108  

T8  L.D 1:10  0,106 D 1,8 x 107  T8  L.D 1:10  0,4251 E 6,6 x107  
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L.F: lactosuero fresco, L.D: lactosuero desproteinizado. Valores de μ seguidos por la misma letra no presentaron 
diferencias significativas (p < 0,05). 

Los tratamientos restantes no 
mostraron un buen desempeño, 
posiblemente debido a una elevada 
dilución de sus componentes durante la 
constitución del sustrato, en particular 
factores de crecimiento específicos. 

El tratamiento T2 representó una de 
las alternativas más rentables desde el 
punto de vista de producción de 
biomasa respecto a los medios S.F. 1:0 
y S.D. 1:0, evaluados en los 
tratamientos T1 y T5 respectivamente, 
reduciendo costos asociados a la 
preparación de 1 L de sustrato respecto 
al suero empleado en el tratamiento T1, 
y respecto al empleado en el tratamiento 
T5. Esto reduce la necesidad de invertir 
en reactivos químicos y energía para 
llevar a cabo un proceso de 
desproteinización del sustrato. Por 
tanto, con base en los resultados 
anteriormente mencionados se procedió 
a seleccionar al medio evaluado en el 
tratamiento T2, S.F. 1:1, como medio de 
cultivo a emplear en el escalado del 
bioproceso. 

 
3.2 Optimización de variables  
 

Una vez seleccionado el medio de 
cultivo se procedió a evaluar el periodo 
de agitación y el crecimiento de las 
cepas probióticas en sistemas de 
monocultivo y co-cultivo. Tanto la 
velocidad como el tiempo de agitación 
del sistema fueron estimadas en base a 
la homogenización del medio en el 
menor tiempo posible, procurando no 
aumentar la tensión de oxígeno disuelto 
en este, debido a las características 
microaerofílicas de los microorganismos 
en estudio (Klein et al., 1998).  

En pruebas realizadas de forma 
experimental se logró establecer que la 
velocidad más apropiada es de 60 r.p.m. 

por un intervalo de tiempo de 20 min 
cada hora, alcanzando el fin propuesto.  

La concentración celular a las 18 
horas de trabajo fue del orden de 108 
UFC/mL en los diferentes tratamientos 
(Figura 2A), alcanzando velocidades 
específicas de crecimiento entre 0,14 y 
0,15 h-1. Considerando estos datos, se 
estableció que la agitación no constituye 
una variable crítica para la escala 
empleada (1L). Sin embargo, a 
volúmenes mayores y con el objeto de 
obtener una mayor homogenización en 
el medio de cultivo, y por lo tanto una 
mejor área de contacto entre los 
microorganismos y el medio, se 
estableció la agitación intermitente como 
la alternativa más adecuada para ser 
implementada en posteriores análisis. 
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Figura 2. Perfil cinético del crecimiento de 
Lactobacillus sp. (Lac7, Lac12). A. Evaluación 
de la frecuencia de agitación a 60 r.p.m 
(intermitente y continua). B. Crecimiento en 
sistemas de monocultivo y co-cultivo.  

 
En cuanto a la comparación de los 

sistemas de cultivo, el crecimiento en 
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cultivo mixto presentó valores similares 
a cualquiera de los monocultivos 
evaluados, obteniendo incluso la mayor 
producción de biomasa (4.5 x 108 
UFC/mL) a las 24 horas de proceso 
(Figura 2B) (Maldonado y Caballero, 
2016; Pérez et al., 2017). No obstante, 
dadas las similitudes de las 
características morfotípicas de las 
colonias de las dos cepas en estudio, no 
fue posible establecer la proporción 
exacta de cada microorganismo durante 
la cinética de crecimiento establecida.  

En relación con el análisis de la 
productividad de cada uno de los 
sistemas de cultivo, se logra evidenciar 
la ventaja que proporciona el cultivo 
mixto, al presentar un menor tiempo de 
operación del sistema. Adicionalmente, 
considerando que los resultados 
obtenidos en el sistema de cultivo mixto 
resultaron satisfactorios en comparación 
con los ensayos de los montajes 
individuales, y que el mismo permite la 
producción simultánea de ambos 
microorganismos sin que se vea 
afectada de forma considerable la 
concentración celular, el desarrollo de 
los posteriores diseños experimentales 
se realizó con base a este tipo de 
sistema.  
 
3.3 Escalado y balance del 
bioproceso 
 

El crecimiento microbiano en un 
proceso fermentativo diseñado para la 
producción de biomasa está basado 
principalmente en la utilización de uno 
de los componentes del medio de cultivo 
por parte de los microorganismos, en el 
que la concentración del sustrato es 
considerada un factor crítico para 
obtener una mayor producción de 
células, siendo necesaria la 
optimización de ciertas condiciones 

fundamentales de cultivo como 
temperatura, pH, agitación, entre, otros 
(Madigan et al., 2017). En este estudio 
fueron consideradas las condiciones 
operacionales óptimas estimadas 
previamente, particularmente para 
sistema de cultivo, agitación y 
pretratamiento del sustrato. 

Los análisis realizados con el 
sistema a escala de 20L permitieron 
obtener un valor máximo para la 
producción de ácido láctico de valores 
máximos de generación de ácido láctico 
13,8 g/L, con una generación de 
biomasa de hasta 2,1 x 108 UFC/mL 
(Figura 3).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Comparación de la producción de 
biomasa con la generación de ácido láctico en el 
proceso escalado (V= 20L).  

 
La producción de ácido láctico está 

estrechamente relacionada con el 
crecimiento y mantenimiento celular de 
Lactobacillus sp. Estos microorganismos 
utilizan las hexosas del medio a través 
de la vía de Emden-Meyerhof, ruta en la 
cual el principal producto del 
metabolismo energético es ácido láctico 
(Madigan et al., 2017).  

El aumento en la biomasa genera 
un aumento en la concentración de 
ácido láctico en el medio, hasta un 
punto en el que la concentración de 
lactato sigue aumentando así la 
biomasa se mantenga estable o 
disminuya un poco (Figura 3). Esto es 
debido posiblemente a que la energía 

0

2

4

6

8

10

12

14

16

7.5

7.6

7.7

7.8

7.9

8

8.1

8.2

8.3

8.4

8.5

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Log UFC/mL

g/L Ac. Láctico

Tiempo (h)

Lo
g 

U
FC

/m
L

A
c.

 L
á

ct
ic

o
 (

g
/L

)



 

 

 

 

 
8 

ISSN 1900-9178 Volumen 2 - 2020 
UNIVERSIDAD DE PAMPLONA 

                                           Producción de biomasa probiótica y ácido láctico a partir de lactosuero dulce 

 

REVISTA AMBIENTAL 
AGUA, AIRE Y SUELO 

proveniente de las hexosas 
metabolizadas ya no es utilizada para la 
producción de nuevas células sino en el 
mantenimiento celular (Rose, 2014). 

El balance del bioproceso a partir de 

la composición teórica de la biomasa y 
los datos experimentales determinados 
luego de 18 h se relacionan en la Tabla 
3. 

 
 
Tabla 3. Parámetros cinéticos, porcentaje de ácido láctico, concentración de biomasa y pH obtenidos en 
el sistema de producción evaluado luego de 18 h de proceso. μ: Velocidad específica de crecimiento; Y: 
Rendimiento, X: Biomasa; S: Sustrato; P: Ácido láctico. 
 

Condiciones iniciales: 

Volumen de operación (L)                                 20 

Fuente de Carbono (g/L de C12H22O11) 25,5 

Fuente de N (g/L de NH3) 4,2 

pH 7,0 

Inóculo  Lac7; Lac12 (2% V/V) 

Composición Típica de la biomasa 
(Ertola et al 1994) 

C H1.79O0.5N0.2 

Condiciones finales: 

μ (h-1) 0.14 

Biomasa (UFC/mL) 2,1 x 108 

pH 4.8 

Ácido láctico  (g/L) 13,8 

Y X/S (g Biomasa/g sustrato) 0.52 g Biomasa / g Lactosa 

Y P/S (g Ácido láctico/g Lactosa) 0.54 g ácido Láctico/ g Lactosa 

Estequiometría del proceso:  

C12H22O11 + 1.37 NH3  -------> 6.87 CH1.79O0.5N0.2 + 1.71C3H6O3 + 1.78H2O 

 
El balance del bioproceso según 

datos experimentales obtenidos (Tabla 
3), indica que el sistema de producción 
de lactobacilos a base de LD presentó 
alcanzó una productividad total de 0.52 
g de biomasa por gramo de lactosa 
disponible. Diversos autores han 
reportado desempeños similares o más 
eficientes, a través de la alteración de la 
composición del medio de cultivo, o la 
operación de procesos continuos o 
semi-continuos (Aguirre-Ezkauriatza et 
al., 2010; Lavari et al., 2014; Ziadi et al., 
2020). Adicionalmente, el crecimiento de 
biomasa está estrechamente 
relacionado a las características de las 
cepas en analizadas. Los resultados 
obtenidos en el presente estudio 

permiten inferir que el ajuste de 
variables operacionales constituye una 
estrategia crítica para mejorar el 
desempeño de un proceso de 
producción de biomasa probiótica a 
base de LD, el cual es susceptible de 
optimización al considerar otros 
pretratamientos del sustrato y otro 
régimen de operación. La relación 
estequiométrica calculada a partir de los 
datos obtenidos facilitaría el desarrollo 
de estos estudios. 

La producción de ácido láctico 
presentó un rendimiento del 54,1%. 
Considerando la dilución realizada, 
estos valores son similares a los 
obtenidos por otros autores empleando 
LD (Bouchard et al., 2015; Soriano-
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Perez et al., 2012). Consecuentemente, 
el sistema implementado bajo las 
consideraciones operacionales 
establecidas posibilitó la co-generación 
de biomasa y metabolitos de interés 
biotecnológico. 
 
4. CONCLUSIÓN 
 

En este estudio se determinaron las 
variables operacionales críticas para el 
aprovechamiento del LD como sustrato 
de crecimiento de biomasa probiótica y 
producción de ácido láctico. El sistema 
implementado permitió alcanzar una 
productividad total de 0.52 g de biomasa 
por gramo de lactosa, en un tiempo de 
operación de 18 h. Paralelamente, el 
bioproceso posibilitó la cogeneración de 
ácido láctico, con un rendimiento de 
0.54 g / g Lactosa. Considerando las 
condiciones establecidas, el LD puede 
ser potencialmente aprovechado en 
sistemas de obtención de productos de 
interés biotecnológico, representando 
una materia prima económica y de fácil 
procesamiento. 
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