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RESUMEN 

El presente trabajo de titulación, tiene como propósito desarrollar una metodología para la 

obtención de ácido láctico mediante vía fermentativa mediante el suero lácteo residual  

proveniente del proceso de la elaboración de queso de la empresa Nutri Leche del Cantón Cañar  

y de la parroquia Zhoray, localizada en el cantón Azogues, utilizando una mezcla de bacterias 

ácido lácticas (Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis y Lactobacillus 

delbrueckii subsp. Bulgaricus), se estimó la producción de ácido láctico en cada sustrato, 

expresada en % de acidez y pH. Se analizaron los factores de tratamiento, los mismos que 

incluyeron el tiempo de fermentación con diferentes niveles de 72 y 96 horas, cuyo proceso 

incluyó un pretratamiento del sustrato, el mismo que tuvo una suplementación con fosfato de 

amonio y extracto de levadura. La fermentación se ejecutó a dos temperatura de 42 ºC durante 

72 horas. De la misma manera se trabajó con dos medios de cultivo para la inoculación de las 

bacterias los cuales fueron el Caldo Nutritivo de la empresa ™ MEDIA, TITAN BIOTECH LTD., 

y el Lactosuero, con la finalidad de evaluar la mejor ruta de fermentación, la caracterización 

de ácido láctico obtenido fue realizada mediante la medición de la acidez titulable según el 

método de prueba  NTE INEN 13. Se identificaron los grupos funcionales del ácido láctico 

obtenido mediante FT-IR. Con base a los resultados obtenidos en este experimento, se concluye 

que los factores tratamiento analizados inciden en la concentración de ácido láctico, 

concluyendo así que las condiciones recomendadas del proceso para la obtención son: Las 

bacterias sembradas en el medio de lactosuero enriquecidas con extracto de levadura y 

NH₄H₂PO₄, tuvieron una mayor propagación de bacterias, presentando un valor promedio de 

acidez titulable de 6± %, a comparación de los métodos que fueron sembrados en caldo 

nutritivo.  

PALABRAS CLAVE: ÁCIDO LÁCTICO/ EXTRACTO DE LEVADURA/ FOSFATO DE 

AMONIO/ STREPTOCOCCUS THERMOPHILUS/ LACTOBACILLUS DELBRUECKII 

SUBSP. LACTIS / LACTOBACILLUS DELBRUECKII SUBSP. BULGARICUS.  
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ABSTRACT  

The purpose of this thesis work is to develop a method for the production of lactic acid through 

fermentative means using the whey waste from cheese manufacturing by Nutri Leche Company located 

in the Canton Cañar and Parish Zhoray within the Canton Azogues, utilizing a mixture of lactic acid 

bacteria (Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis, and Lactobacillus 

delbrueckii subsp. bulgaricus). The production of lactic acid was estimated in each substrate expressed 

as percent acidity and pH. Factor treatments were analyzed, including fermentation time with different 

levels of 72 and 96 hours, which involved substrate pretreatment supplemented with ammonium 

phosphate and yeast extract. Fermentation took place at two temperatures of 42°C during 72 hours. 

Additionally, two culture mediums were used for bacterial inoculation, namely Nutrient Broth from the 

company™ MEDIA, TITAN BIOTECH LTD., and Whey, aiming to evaluate the best route of 

fermentation. Acetic acid characterization obtained was performed via measuring titratable acidity 

according to the test method NTE INEN 13. Functional groups of the produced lactic acid were 

identified using Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR). Based on the results obtained in this 

experiment, it can be concluded that factor treatment influences lactic acid concentration, thus 

recommending the following process conditions for obtaining lactic acid: The selected bacteria grown 

in whey enriched with yeast extract and NH₄H₂PO₄ showed higher bacterial growth, presenting an 

average titratable acidity of 6±%, compared to methods seeded in nutrient broth. 

 

  

KEYWORDS: LACTIC ACID/ YEAST EXTRACT/ AMMONIUM PHOSPHATE/ 

STREPTOCOCCUS THERMOPHILUS/ LACTOBACILLUS DELBRUECKII SUBSP. LACTIS/ 

LACTOBACILLUS DELBRUECKII SUBSP. BULGARICUS



 

 

CAPÍTULO 1 

1.1    INTRODUCCIÓN 

La leche es un alimento altamente nutritivo que contiene vitaminas (A, B12, D) y 

minerales (fósforo, potasio, calcio, magnesio, selenio, yodo, zinc) y es esencial para la nutrición 

humana. La elaboración de leche y sus subproductos (queso, yogurt, mantequilla, entre otros) 

es la actividad básica del sector lácteo, el cual representa aproximadamente el 4% del producto 

interior bruto (PIB) agroalimentario del país está relacionado con la industria láctea. Esta 

situación tiene un efecto económico notable y una gran capacidad de exportación. Según datos 

del Servicio de Impuestos Internos, el sector lácteo experimentó un crecimiento del 10,92% en 

septiembre de 2021 en comparación con el mismo mes del año anterior. (La Producción De 

Leche En Ecuador, 2022) 

 

De acuerdo con el MAGAP, en Ecuador, la industria láctea produce en promedio 5,3 

millones de litros de leche diariamente, mientras que la industria quesera genera 1,2 millones 

de litros de suero al día. Por cada 100 litros de leche utilizados en la elaboración de queso, se 

generan 90 litros de residuos de lactosuero, lo que la sitúa como una de las industrias más 

contaminantes para las fuentes de agua (Industria Láctea En Ecuador MAGAP, 2019).  

 

 La cadena productiva de la leche en Ecuador involucra alrededor de 300.000 unidades 

productivas agropecuarias, que emplea a 1.200.000 personas a lo largo de su cadena productiva. 

(Barrera Rodríguez, 2021). La región Sierra es la mayor productora de leche en el país, seguida 

de la Costa y la Amazonia. (Medrano, 2023). La industria láctea ecuatoriana cumple altos 

estándares de calidad e inocuidad, y las empresas lácteas formales realizan inversiones 



4 

 

significativas en tecnología, capacitación y certificación para garantizar la calidad de sus 

productos. (Medrano, 2023).  

La finalidad de este trabajo radica en el aprovechamiento de este desecho que es el suero 

de leche, hoy en día este desecho es depositado a plantas de tratamiento de agua el mismo que 

se produce en grandes cantidades en las industrias antes mencionadas, con el fin de obtener un 

producto con diversas aplicaciones cosméticas, alimentarias y farmacéuticas como es el ácido 

láctico. 

 

1.2    PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

La biotecnología es un campo en expansión que involucra el uso de seres vivos y sus 

características para obtener, crear y modificar diversos productos, incluyendo alimentos y 

cosméticos (Ortega, 2020). Emplea una serie de métodos basados en sistemas y componentes 

biológicos para la producción, lo que impulsa constantemente el progreso en distintas industrias 

(García, 2010). En la industria láctea, la biotecnología desempeña una función esencial en la 

mejora de la producción, calidad y diversidad de los productos lácteos, mientras contribuye a 

la sostenibilidad y eficacia de los procesos. 

 

En la industria láctea se desperdicia una cantidad significativa de suero, el cual contiene 

proteínas y azúcares de gran valor. Descartar este producto no solo contribuye a la 

contaminación ambiental, sino que también genera pérdidas económicas. El suero puede ser 

utilizado en la producción de ácido láctico, lo que ofrece una amplia variedad de aplicaciones. 

Sin embargo, las pequeñas industrias lácteas no pueden aprovechar estas ventajas debido a la 

falta de tecnologías necesarias, las cuales tienen costos elevados (Parikh, 2016). Como 
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consecuencia, la producción de suero de leche ha empeorado, y su vertido en la tierra pone en 

peligro la estructura física y química del suelo. Esto, a su vez, reduce el rendimiento de los 

cultivos y altera la contaminación de las aguas subterráneas. 

 

Según (Salazar & Alisson Andrea, 2022), la falta de concienciación sobre los beneficios 

del aprovechamiento del suero obtenido tras procesos tecnológicos de la materia prima ha 

provocado un desaprovechamiento de este alimento. Actualmente, aún existen pocos procesos 

centrados en la utilización del suero en la producción de bebidas, alimentos y complementos 

proteicos. A pesar de eso se siguen liberando grandes volúmenes de lactosuero, que perjudican 

el medio ambiente, donde se desechan sin ningún propósito. Solo en el año 2019, se produjeron 

34,835 litros de lactosuero, según los datos recopilados de los principales productores de queso 

del país. La discusión sobre si este producto lácteo es beneficioso o no para la salud de las 

personas y animales ha impedido el avance en el uso adecuado de este recurso.  

 

La producción de ácido láctico a partir de suero de leche y bacterias lácticas tiene una 

relevancia práctica significativa. El ácido láctico es un compuesto ampliamente utilizado en la 

industria de alimentos como acidulante, conservante y potenciador del sabor. Además, el suero 

de leche es un subproducto de la industria láctea que representa un desafío en términos de su 

gestión y aprovechamiento. (Miguel Mazorra, 2020). 

  

Por lo tanto, el presente trabajo de titulación busca mejorar un proceso eficiente para la 

producción de ácido láctico a partir de este subproducto contribuirá a la valorización de los 

residuos lácteos y a la obtención de un producto de alto valor agregado. La producción de ácido 

láctico a partir del lactosuero y bacterias lácticas es una línea de investigación en constante 

desarrollo en el campo de la biotecnología. 
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El uso del lactosuero de suero de leche como base para la producción de ácido láctico 

es una alternativa sostenible y económicamente viable. Además, las bacterias lácticas utilizadas 

en este proceso son microorganismos probióticos que tienen beneficios para la salud humana. 

Por lo tanto, esta investigación no solo tiene un impacto industrial y científico, sino también 

social y ambiental. 

  

1.3    DELIMITACIÓN DEL PROBLEMA 

 

La siguiente investigación se ejecutó en los Laboratorios de Ciencias de la Vida de la 

Universidad Politécnica Salesiana Sede Cuenca, Ecuador, misma que tuvo una duración de 

aproximadamente dos meses. Este estudio se ha centrado en la recolección de lactosuero de la 

empresa Nutri Leche del cantón Cañar, y de la parroquia Zhoray. En este apartado es 

importante denotar que el estudio tiene como sustrato el lactosuero obtenido de la elaboración 

de queso fresco y quesillo.  

 

1.4    PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN  

¿ En un proceso fermentativo con las cepas Streptococcus thermophilus, Lactobacillus 

delbrueckii subsp. lactis y Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus el lactosuero es un 

sustrato ideal para la obtención de ácido láctico? 

  

1.5    JUSTIFICACIÓN 

El lactosuero es un efluente orgánico, enemigo fuerte del medio ambiente si no se utiliza 

adecuadamente. Debido a que se desconocen las prácticas sostenibles del suero de la leche, se 
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lo considera como principal contaminante ambiental de la industria lactea, ya que diariamente 

se descarga grandes cantidades de suero de leche en los pastos, asi como tambien en las 

vertientes de agua, disminuyendo la presencia de oxígeno en el agua y muerte de la vida 

acuática, asi como tambien la de insectos y otros animales. (Robalino, 2017). 

  

Se denomina lacto suero o suero de leche a aquella sustancia líquida que se obtiene 

como resultado de la separación del coágulo de la leche al momento de elaborar queso, 

posterior a la precipitación de la caseína. (Sonia Soriano, 2011). Se describe como un líquido 

claro, de tonos verde amarillento, con aspecto turbio.   

 

A pesar de ello, el alto contenido de lactosa que posee este producto lo hace inapropiado 

tanto para el consumo humano como para suelos y ríos. Actualmente, este subproducto es 

llevado a plantas de tratamiento de agua, en los que se someten a procesos en donde la parte 

sólida es empleada como compostaje y la parte líquida se utiliza como fertilizantes, se utiliza 

también como alimento para porcinos. (Dosuky, 2022).  En países más desarrollados, este 

subproducto es utilizado para la elaboración de suero en polvo hidrolizado y proteínas 

comestibles que generalmente son utilizadas por deportistas. No obstante, también puede 

utilizarse para la obtención de ácido láctico, el mismo que presenta una variedad de beneficios 

y aplicaciones en industrias farmacéuticas, cosméticas, químicas y alimentarias.  

  

El tipo y la composición química del suero de leche varía de diferentes factores, los 

mismos que pueden ser, el tipo de leche utilizada, el tipo de queso y el proceso empleado. 

Dependiendo de estas características se puede clasificar el suero de leche en dos tipos más 

comunes como son el dulce y el ácido. (Valdés Rayo et al., 2018). 
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El suero contiene más de la mitad de los sólidos presentes, así como aproximadamente 

un 20% de proteínas como la lactoalbúmina y las lactoglobulinas, una cantidad significativa de 

lactosa y minerales como el calcio, el fósforo, el sodio y el magnesio. También incluye 

vitaminas hidrosolubles como tiamina, ácido pantoténico, riboflavina, piridoxina, niacina, 

cobalamina y ácido ascórbico. (Valdés Rayo et al., 2018). 

 

Este trabajo está enfocado a la obtención de ácido láctico mediante vía fermentativa, 

aprovechando el desecho agro láctico producido por dos industrias lácteas  del Ecuador como 

son Zhoray y Cañar. La finalidad como tal esta enfocada en el aprovechamiento del lactosuero, 

residuo producido en grandes cantidades en las industrias lácteas, con el fin de obtener un 

producto con varias aplicaciones tales como: cosméticas, alimenticias y farmacéuticas con un 

gran valor agregado como es el caso del ácido láctico comparando diferentes parámetros. 

 

  

Es importante el desarrollo de nuevas tecnologías y/o aplicaciones las cuales ayuden a 

reducir el impacto ambiental que se ha causado hasta ahora, es decir, aprovechar procesos 

efectivos y con un impacto positivo a la economía del país. Una de las formas en las que se 

puede tomar acción es aprovechar los residuos de las industrias lácteas, las cuales afectan 

gravemente al planeta.  

1.6    OBJETIVOS 

1.6.1 GENERAL  
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Obtener ácido láctico a partir del Lactosuero mediante vía fermentativa usando 

Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis y Lactobacillus 

delbrueckii subsp. Bulgaricus 

1.6.2 ESPECÍFICOS 

1.  Determinar los parámetros fisicoquímicos del lactosuero provenientes de las 

industrias lácteas mediante pruebas de laboratorio, comprobando las mejores 

condiciones de fermentación. 

2.  Obtener ácido láctico mediante vía fermentativa de Streptococcus thermophilus, 

Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis y Lactobacillus delbrueckii subsp. 

Bulgaricus para análisis cualitativo del ácido láctico obtenido mediante FT-IR 

verificando sus grupos funcionales. 

3.  Verificar mediante análisis estadísticos el proceso más efectivo para la obtención 

de ácido láctico. 

1.7    HIPÓTESIS 

¿El proceso fermentativo si influye en la obtención de ácido láctico utilizando las cepas 

Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis y Lactobacillus 

delbrueckii subsp. Bulgaricus? 
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CAPÍTULO 2 

FUNDAMENTACIÓN TEÓRICA 

2.1 ANTECEDENTES 

La fabricación de ácido láctico a partir de la fermentación del lactosuero representa una 

estrategia viable para gestionar este subproducto contaminante de la industria de lácteos. 

Investigaciones indican que es posible extraer ácido láctico de este desecho, pero es esencial 

implementar un sistema de control de proceso efectivo. Este control se realiza en dispositivos 

conocidos como biorreactores, los cuales son desarrollados a través de investigaciones 

exhaustivas que guían su diseño, construcción y funcionamiento óptimo, con el objetivo de 

maximizar la eficiencia del proceso de producción. (UTPL, 2021)  

 

Según (Gálvez Cadena, 2022), el interés por la preservación del medio ambiente ha 

llevado a promover la utilización de residuos agroindustriales como materia prima en las 

industrias mediante procesos de biotransformación. Esto pone de relieve la importancia de 

producir ácido láctico a partir del lactosuero utilizando Lactobacillus casei. En su experimento, 

se identificó el lactosuero como sustrato adecuado para la obtención de ácido láctico cuando se 

enriqueció con extracto de levadura, sulfato de amonio y peptona, y se inoculó con 

Lactobacillus casei, mientras se evaluaban diferentes temperaturas de fermentación: 29, 37 y 

45°C. Analizando los parámetros cinéticos de la fermentación mediante cálculos de equilibrio 

de biomasa, se observaron datos sobre la velocidad de crecimiento (µ), el tiempo de duplicación 

(td), la duración de la fermentación por lotes (t) y la eficiencia de conversión de sustrato en 

producto (Yp/s), siendo el tratamiento a 45°C (T3) el que mostró el mejor rendimiento, con un 

46,80%. 
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(Ortega, 2020) analizó ¨La deposición directa del lactosuero en cuerpos de agua, sin 

tratamiento previo causa problemas al medio ambiente de contaminación. El lactosuero 

contiene materia orgánica, debido a la materia orgánica incluyendo un 4,8% de lactosa, 0,75% 

de proteínas y 6,2% de materia seca los cuales son nutrientes valiosos que pueden ser utilizados 

como alimento y medio de cultivo para fermentaciones industriales¨.  

 

(Lema Guamán, 2023), en su trabajo de titulado:  "Aprovechamiento del suero de leche 

para la obtención de ácido láctico" implica la producción de ácido láctico a partir del suero de 

leche mediante la homofermentación empleando Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus 

y Streptococcus thermophilus en condiciones anaeróbicas. En estas condiciones, las bacterias 

lácticas optimizan su metabolismo gracias a los aminoácidos esenciales presentes en el suero 

de leche, transformándola en lactosa y en ácido láctico. Al caracterizar el ácido láctico 

obtenido, se observó que el suero de leche inoculado con Lactobacillus delbrueckii subsp. 

Bulgaricus y Streptococcus thermophilus, suplementados con extracto de levadura y carbonato 

cálcico a una concentración de 0,5% y una temperatura de fermentación de 43 °C, mostró una 

mejor concentración de 23,29 g/L de ácido láctico y un pH significativamente más bajo de 

3,09, que son propiedades físico-químicas del ácido láctico. 

 

La temperatura juega un factor importante mismo que influye en la actividad de las 

enzimas de las células metabólicas. Las enzimas son más activas a temperaturas óptimas y la 

reacción enzimática se desarrolla al máximo. Sin embargo, por debajo y por encima del valor 

óptimo la velocidad de reacción de temperatura disminuye, lo que causa problemas en el 

metabolismo celular. (Patel, 2016). 
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2.2 MARCO TEÓRICO  

2.2.1 INDUSTRIA LÁCTEA EN EL ECUADOR 

La industria láctea en Ecuador ha sido ampliamente estudiada en los últimos años. El 

país tiene un gran número de productores lácteos, siendo la mayoría pequeños agricultores. Sin 

embargo, también existen empresas medianas y grandes involucradas en la producción de 

lácteos. (Muñoz et al., 2020). La cantidad de leche producida diariamente en el Ecuador es 

significativa, alcanzando los 6,25 millones de litros. A pesar de esto, la industria enfrenta 

desafíos como altos costos de producción, sobreproducción y falta de demanda suficiente de la 

leche producida. (Agualongo et al., 2019).  

 

La pandemia de Covid-19 también ha tenido un impacto negativo en la industria, 

afectando actividades como el ordeño, el manejo de animales y el suministro de medicamentos 

e insumos agrícolas. (Guevara Viera et al., 2022). Además, se han identificado problemas 

ambientales relacionados con la gestión de residuos en las empresas procesadoras de lácteos. 

(Rodríguez-Guerra & Martínez, 2020). En general, existe la necesidad de mejorar las prácticas 

de gestión y el desarrollo sostenible en la industria láctea en Ecuador. 

 

La industria láctea en Ecuador es una actividad importante en la agricultura y ganadería 

del país, representando el 6,1% de la actividad en general. Según un estudio, alrededor del 

43,4% de la producción de leche fresca sin elaborar se destina al consumo final, mientras que 

el 56% restante se utiliza para la elaboración de productos lácteos, siendo estos el 89% del total 

consumido. (Mayorga, 2022) 
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Existen empresas lácteas en varias regiones del país, y se han implementado sistemas 

de gestión de prevención de riesgos laborales en algunas de ellas. (Cevallos et al., 2016). 

Además, se ha investigado sobre el aprovechamiento del lactosuero en la industria, ya que 

aproximadamente el 90% de la leche utilizada en la industria quesera es eliminada como 

lactosuero, pero este subproducto se ha convertido en materia prima para la elaboración de 

varios productos alimenticios por su alto contenido nutricional. (Di Palma & Terán, 2023). 

También se ha desarrollado un laboratorio de investigación, desarrollo e innovación para la 

industria láctea en la zona 1 del Ecuador, con el objetivo de desarrollar nuevos proyectos 

innovadores. (López, 2019) 

 

2.2.2. LACTOSUERO 

 

(Paiva Anciens Ramos et al., 2021) Lo define como un subproducto formado durante 

el proceso de coagulación de la leche en la fabricación de queso, caseína o productos lácteos 

similares. Es un residuo líquido que contiene agua, lactosa, proteínas y minerales. El suero 

tiene una alta calidad nutricional y puede utilizarse como insumo en las industrias alimentaria 

y de bioprocesamiento para la producción de productos lácteos, etanol, biogás y otros 

productos. Sin embargo, el volumen excesivo de suero generado en los procesos de fabricación 

de lácteos y su rápida desaparición plantean desafíos en su utilización, lo que lleva a usos 

menos útiles, como la suplementación de alimentos para animales o su eliminación como 

residuo. Por lo tanto, existe la necesidad de valorizar el suero e invertir en investigación y 

tecnología para expandir las actividades de la industria láctea mundial. 
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El suero es un subproducto proteico de bajo costo que ofrece varias propiedades en una 

amplia variedad de alimentos. Mejora la textura, el sabor y el color, emulsiona y estabiliza y 

exhibe muchas otras propiedades alimentarias. El suero tiene diversas aplicaciones 

comerciales, incluida la producción de etanol, ácidos orgánicos, bebidas carbonatadas, 

concentrados de proteínas, películas comestibles y enzimas. (Aucatoma & Sagnay, 2022). 

 

Este producto se da tras la separación de la grasa láctea y la caseína de la leche entera. 

Es un subproducto de las industrias lácteas y se descarta en el ecosistema, provocando 

problemas ambientales. Existe la necesidad de convertir los nutrientes del suero en productos 

alimenticios y compuestos químicos valiosos. El suero también se puede utilizar en los campos 

de la salud, productos farmacéuticos, alimentos, plásticos y combustibles (Srinath, 2017) .  

 

2.2.3. COMPOSICIÓN DEL LACTOSUERO 

El suero es un subproducto de la industria láctea y tiene una composición que incluye 

agua, lactosa, proteínas y minerales. Es rico en calidad nutricional y tiene potencial para su uso 

en las industrias alimentaria y de bioprocesamiento.  
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Tabla 1. Composición del suero de leche 

 

 

 

 

 

 

 

Fuente: (Calvopiña & Betancourt, 2020) 

 

2.2.3.1 REQUISITOS FÍSICO 

QUÍMICOS DEL LACTOSUERO  

 

Según los parámetros establecidos por la Norma NTE INEN 2594 para el lactosuero, 

se aprecia en la Tabla 2: 

Tabla 2. Requisitos físico químicos del Lactosuero 

Requisitos Suero de 

leche dulce 

  Suero de 

leche ácido 

  Método de 

ensayo 

Lactosa % (m/m) Mínimo Máximo Mínimo Máximo   

Proteína láctea % 

(m/m) 

-- 5,0 -- 4,3 AOAC 984.15 

Grasa láctea % 

(m/m) 

0,8 -- 0,8 -- NTE INEN 16 

Ceniza % (m/m) -- 0,3 -- 0,3 NTE INEN 12 

Parámetro Valor % 

Agua 93,2 

Lactosa 4,85 

Proteínas solubles 0,80 

Grasa 0,50 

Vitaminas y minerales 0,60 

Ácido Láctico 0,05 

Sólidos totales 0,6 

Calcio 0,4 
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Acidez titulable % 

(calculada como 

ácido láctico) 

-- 0,16 0,35 -- NTE INEN 14 

pH 6,8 6,4 5,5 4,8 NTE INEN 13 

Fuente. (INEN 2594, 2011) 

 

2.2.4. TIPOS DE LACTOSUERO 

Existen varios tipos de lactosuero, siendo los más comunes el ácido, dulce y dulce 

acidificado. El suero de leche dulce se obtiene como subproducto de la producción de queso 

de pasta prensada, mientras que el lactosuero ácido se obtiene durante la fabricación de quesos 

de pasta hilada. Por otro lado, el lactosuero dulce acidificado se produce mediante la 

coagulación de la caseína con ácido láctico o ácido cítrico. Cada tipo de lactosuero tiene 

diferentes aplicaciones en la industria alimentaria y en la producción de suplementos proteicos. 

(Gálvez Cadena, 2022). 

Tabla 3. Clasificación del lactosuero según su acidez  
Tipo de Lactosuero Acidez (% ) 

Ácido 3 – 5 

Dulce 0 - 1 

Fuente. (Gonzáles et al., 2017) 

 

2.2.5. EFECTOS QUE CAUSA EL LACTOSUERO AL MEDIO AMBIENTE  

En la producción de la industria láctea se producen grandes cantidades de residuos 

líquidos, entre ellos la leche diluida, y separada, nata, así también como suero que contienen 
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grasas, proteínas, sólidos en suspensión y nitrógeno, mismo que al ser vertidos sin ser 

previamente tratados causen alta contaminación con el medio ambiente. (Torres, 2021) 

 

Los lavados que se utilizan para limpiar los equipos y utensilios de la industria láctea 

contienen residuos alcalinos y químicos que se emplean para eliminar la leche y los productos 

lácteos, así como materiales caramelizados que se encuentran en tanques, mantequeras, latas, 

cubas, tuberías, bombas, salidas calientes y suelos (Torres, 2021). La eliminación de residuos 

lácteos, lactosuero (constituido por el 50% de los nutrientes del producto original) y salmueras 

aumenta significativamente la contaminación vertida.  

 

2.2.6. TRATAMIENTO DE AGUAS RESIDUALES DE LA INDUSTRIA LÁCTEA 

La finalidad del manejo del sobrante agua es eliminar los contaminantes que dañan el 

medio acuático y los organismos vivos en general, antes de arribar a la superficie terrestre, los 

ríos, los lagos y, en última instancia, los mares. El tratamiento implica una combinación de 

procesos físicos, químicos y biológicos, que se clasifican en pretratamiento, tratamiento 

primario, tratamiento secundario y tratamiento terciario. (Ceo, 2023) 

 

El procesamiento inicial incluye la separación de materiales sólidos pesados que 

podrían ocasionar atascos, seguido por el tratamiento primario que permite extraer partículas 

suspendidas que no fueron retiradas durante el paso anterior. Posteriormente, en el tratamiento 

secundario biológico, se emplean microorganismos para eliminar sustancias orgánicas 

disueltas. Finalmente, en el tratamiento terciario, se agregan agentes químicos para realizar el 

desinfectado. (SPENA GROUP, 2018). 
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El tratamiento biológico es el principal método utilizado en la industria láctea debido a 

la biodegradabilidad de las aguas residuales. Las aguas residuales de la industria láctea 

contienen una alta concentración de materia orgánica, nitrógeno y fósforo, y su pH puede variar 

debido a la fermentación de lactosa a ácido láctico. (Fabregas, 2024) 

 

 

El elevado potencial contaminante del lactosuero, con una demanda bioquímica de 

oxígeno (DBO) que oscila entre 30.000 y 50.000 mg/l, junto con el porcentaje de ácido láctico 

presente en él, perturba considerablemente los procesos biológicos que ocurren en las 

instalaciones de tratamiento, lo que conlleva un aumento de los costes. Para el tratamiento del 

lactosuero, se aplican preferentemente tratamientos biológicos antes de verterlo al suelo y a los 

ríos, por lo que se proponen procesos convencionales y no convencionales. (Flowen, 2022). 

 

Los procesos no convencionales separan primero las corrientes residuales sin 

mezclarlas con las corrientes indeseables, con el objetivo de utilizar los residuos industriales 

para obtener diversos productos de fermentación. El uso de levaduras y bacterias lácticas es 

habitual en estos procesos de producción, con la ventaja de reducir la cantidad de 

contaminantes, lo que facilita la eliminación final de los efluentes industriales. (Flowen, 2022). 

 

2.2.7. OTRAS ALTERNATIVAS DE TRATAMIENTO  

El potencial contaminante y el contenido nutritivo del suero de leche ha impulsado la 

creación de tecnologías para su utilización. En Argentina se producen anualmente unas 450.000 

toneladas de lactosuero líquido, de las cuales el 62% se utiliza en alimentación animal, el 33% 

se transforma en derivados de la lactosa, caseínas, caseinatos y concentrados proteicos, el 4% 
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se convierte en lactosuero en polvo y sólo el 1% se trata como efluente. (Fabregas, 2024). No 

hay datos concretos sobre el uso del suero en nuestro país, pero se estima que sólo se utiliza 

alrededor del 10%. Las alternativas para utilizar el lactosuero pueden ser: 

 

Fermentación. El suero de leche puede servir como medio de cultivo para la obtención de 

biomasas (proteínas unicelulares como levaduras para panadería), metabolitos (grasas, 

pigmentos, alcohol, ácidos orgánicos, polímeros bioactivos) y enzimas. Como fuente primaria 

de carbono para los microorganismos, la lactosa es utilizada en esta aplicación, y hasta se ha 

empleado para las células vegetales. Además, el suero de leche se utiliza comúnmente para la 

preservación y multiplicación de cultivos lácticos o en la fabricación de bebidas fermentadas. 

 

Producción de bebidas. Poseen un alto potencial para ser utilizados en programas 

gubernamentales enfocados en poblaciones de bajos recursos. 

 

Producción de biofertilizantes. Estos abonos no solo proveen nutrientes eficientemente a las 

plantas, sino que también reponen la comunidad microbiana del entorno agrícola. Además, la 

presencia de ácido láctico ayuda a erradicar bacterias patogénicas. Este bioabono puede 

reemplazar los fertilizantes químicos. 

 

 

Tecnología de envasado. El lactosuero se utiliza para producir de forma fermentativa un 

ingrediente antimicrobiano utilizado en la producción de envases comestibles. Se obtienen así 

películas biodegradables con actividad antibacteriana, que prolongan la vida útil y mejoran la 

conservación de los alimentos. (Fabregas, 2024). 
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2.2.8. USOS DEL LACTOSUERO  

El suero, un subproducto de la industria láctea, tiene una amplia gama de aplicaciones 

y usos. Puede utilizarse como ingrediente en diversos productos alimenticios como productos 

horneados, carnes, sopas y bebidas prebióticas (O'Donoghue & Murphy, 2023) . Los 

ingredientes a base de suero tienen propiedades funcionales que mejoran la textura y las 

propiedades químicas de los productos de panadería, haciéndolos adecuados como sustitutos 

de grasas, emulsionantes y potenciadores del sabor (S. et al., 2022) .  

 

Además, el suero se puede utilizar para producir compuestos de alto valor como 

proteína de suero y β-galactosidasa (Murata et al., 2023). La utilización del suero de manera 

sostenible puede conducir al desarrollo de productos de valor agregado como suero en polvo, 

alimentos y bebidas funcionales, ácido láctico, bioplásticos y biocombustibles (Zandona, 2021) 

.  

 

Sin embargo, el suero se puede utilizar como sustrato para la producción de pigmentos 

naturales, que pueden mejorar el color y las propiedades antioxidantes de los productos 

alimenticios (Poonia & Pandey, 2022). En general, las diversas aplicaciones y usos del suero 

contribuyen a la economía circular y al desarrollo de una bioeconomía.  

 

2.2.9. BACTERIAS ÁCIDO LÁCTICAS  

Las bacterias lácticas (BAL) son un consorcio diverso de microorganismos conocidos 

por producir ácido láctico mediante la fermentación de hidratos de carbono. Son cocos o bacilos 

grampositivos que no forman esporas. No son móviles, son anaerobios o microaerofílicos y 

dan negativo en las pruebas de la oxidasa y la catalasa. Las BAL están ampliamente distribuidas 
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en la naturaleza y se han aislado de diversas fuentes, como alimentos, plantas y hábitats 

animales, incluido el tubo digestivo. (Requena, 2019) 

 

Las bacterias lácticas ácido desempeñan una función fundamental en la industria 

alimentaria gracias a su aporte significativo al sabor, aroma, textura, propiedades sensoriales, 

beneficios terapéuticos y valor nutricional de los productos alimenticios. Además, se han 

utilizado en la producción de alimentos fermentados, como el queso, el yogur, el chucrut, el 

kimchi, entre otros. (Requena, 2019). También se han utilizado en la producción de ácido 

láctico, que se utiliza en la producción de bioplásticos, productos farmacéuticos, productos 

químicos y alimentos funcionales.  

 

La elaboración de ácido láctico se realiza mediante especies de Lactobacillus, como 

Lactobacillus helveticus, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus casei y 

Lactobacillus acidophilus, utilizando lactosuero como sustrato de crecimiento. Sin embargo, 

algunas cepas de LAB no pueden crecer en condiciones de alto rendimiento debido a sus 

requerimientos nutricionales complejos no satisfechos. Por esta razón, algunos autores han 

incorporado extracto de levadura al lactosuero o han desarrollado métodos que mantienen las 

células en estados no proliferantes. (Lima de Jesús et al., 2021). 

 

Actualmente, se ha investigado el potencial de las bacterias ácido lácticas en la 

producción de alimentos funcionales y en la salud humana. Se ha demostrado que algunas cepas 

de bacterias lácticas tienen propiedades probióticas, lo que significa que pueden mejorar la 

salud intestinal y reducir el riesgo de enfermedades gastrointestinales. Además, se ha 

demostrado que las bacterias ácido lácticas tienen propiedades antimicrobianas, antioxidantes 
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y antiinflamatorias, lo que las hace útiles en la prevención y tratamiento de enfermedades 

crónicas. (Pintado-Vallejo et al., 2018). 

 

2.2.9.1 RUTAS DE FERMENTACIÓN DE LAS BACTERIAS ÁCIDO LÁCTICAS  

Estas bacterias pueden ser obligadas o facultativas homofermentativas, lo que conduce 

a la producción de ácido láctico, siendo L. casei una de ellas que produce ácido láctico L. En 

la tabla 4 se pueden observar las rutas de fermentación homofermentativas y 

heterofermentativas. 

Tabla 4. Bacterias acido lácticohomo y heterofermentativas  

Género y especie Homofermentativa Heterofermentativa Configuración ácido 

láctico 

Lactobacillus spp. + - D (-) 

L. delbrueckii + - D (-) 

L. lactis + - D (-) 

L. bulgaricus + - L (+) 

L. casei + - DL 

L. plantarum + - DL 

L. curvatus + - DL 

L. brevis - + DL 

L. fermentum - + DL 

Fuente. (Dosuky, 2022) 

 

Este género de bacterias ácido lácticas (BAL) generalmente tolera un pH inferior a 5,0 

y una temperatura entre 20 y 45°C, lo que los hace más competitivos frente a otros géneros de 
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bacterias en condiciones de bajo pH y temperatura intermedia. La temperatura ideal para la 

producción de ácido láctico mediante Lactobacillus casei es de 37°C. (R et al., 2006). Para el 

aislamiento de bacterias ácidas lácticas, es fundamental conservar características ácidas en el 

medio de cultivo en un ambiente microaerofílico. Por lo tanto, el medio Man Rogosa Sharpe 

(MRS) es beneficioso para las bacterias ácidas lácticas debido a su composición y condiciones 

de cultivo que favorecen su crecimiento y selección. 

 

2.2.9.2 STREPTOCOCCUS THERMOPHILUS 

La bacteria Streptococcus thermophilus es una bacteria termofílica que crece bien a 

temperaturas de 45 ºC y es capaz de producir ácido láctico por fermentación de la glucosa.  

(Edith et al., 2018). Se ha demostrado que esta bacteria, cuando se consume en productos 

lácteos fermentados, como el yogur, puede mantener su viabilidad a lo largo del tracto 

intestinal, lo que confirma su capacidad para sobrevivir en el ambiente ácido del estómago y 

colonizar el intestino. (Trabazo L, 2006).  

 

Además, se ha observado que la administración de leche fermentada que contiene 

Streptococcus thermophilus, junto con otras cepas probióticas, (R et al., 2006) puede reducir el 

reservorio nasal de bacterias potencialmente patógenas, como Staphylococcus aureus, 

Streptococcus pneumoniae y Haemophilus influenzae, lo que sugiere un posible efecto 

beneficioso en la salud respiratoria. (Olveira & González-Molero, 2016). Estos hallazgos 

respaldan el potencial probiótico de Streptococcus thermophilus y su papel en la promoción de 

la salud intestinal y respiratoria. En la Tabla 5, se detalla la taxonomía de Streptococcus 

thermophilus. 
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Tabla 5. Taxonomía de Streptococcus thermophilus. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fuente: (Soille, 2019) 

 

2.2.9.3. LACTOBACILLUS DELBRUECKII SUBSP. LACTIS 

Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis es una bacteria ácido láctica (BAL) que se 

encuentra incluida en productos lácteos fermentados, como el queso y el yogur. Se ha 

demostrado que esta bacteria tiene propiedades probióticas, lo que significa que puede mejorar 

la salud intestinal y reducir el riesgo de enfermedades gastrointestinales. (Requena, 2019). En 

la Tabla 6, se detalla la taxonomía de Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis. 

 

Además, se ha investigado su potencial uso en la producción de alimentos funcionales 

y en la salud humana.Un estudio reciente examinó la cepa CIDCA 133 de Lactobacillus 

delbrueckii subsp. lactis y su potencial como probiótico. Se demuestra que esta cepa tiene 

Taxonomía   

Género: Streptococcus 

Especie: Streptococcus Thermophilus 

Familia: Streptococcaceae 

Orden: Lactobacillales 

Clase: Bacilli 

División: Bacilli 

Reino: Bacteria 
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propiedades inmunomoduladoras y puede tolerar altas concentraciones de sales biliares. 

(Anadón et al., 2021). 

 

También, se identificaron los mecanismos moleculares potenciales asociados con los 

efectos probióticos de esta cepa. Otro estudio comparó las secuencias genómicas de diferentes 

cepas de Lactobacillus delbrueckii, incluidas las cepas de las subespecies lactis y bulgaricus. 

(Lima de Jesús et al., 2021). 

 

Se encontró que las cepas de la subespecie bulgaricus tienen genomas más pequeños 

que las cepas de la subespecie lactis. Se identificaron diferencias en las capacidades 

metabólicas y de adaptación al ambiente lácteo entre las dos subespecies. (Lima de Jesús et al., 

2021).  

 

Tabla 6 . Taxonomía de Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis. 

 

 

 

 

 

Fuente: (De Jésus et al., 2021). 

 

Taxonomía   

Género: Lactobacillus 

Especie: Lactobacillus delbrueckii 

Subespecie Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis 
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2.2.9.4. LACTOBACILLUS DELBRUECKII SUBSP. BULGARICUS 

Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus es una bacteria ácido láctica (BAL) 

comúnmente encontrada en productos lácteos fermentados, como el queso y el yogur. 

Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus es utilizada extensivamente como starter en la 

fabricación de yogurt. (Anadón et al., 2021).  

 

La bacteria puede tolerar altas concentraciones de sales biliares y tiene propiedades 

inmunomoduladoras. Los genomas de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus son más 

pequeños que los de Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis (Kafsi et al., 2014). La bacteria 

puede metabolizar diferentes carbohidratos y tiene diferencias en sus capacidades metabólicas 

y de adaptación al ambiente lácteo en comparación con Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis. 

En la Tabla 7, se expone la taxonomía de Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus 

 

Tabla 7 . Taxonomía de Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus 

 

 

 

 

 

Fuente: (Malaka, 2020) 

 

Taxonomía   

Género: Lactobacillus 

Especie: Lactobacillus delbrueckii 

Subespecie Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus. 
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2.3. ÁCIDO LÁCTICO  

El ácido láctico, ácido 2-hidroxi-propanoico o ácido α-hidroxi propanoico, es un 

compuesto orgánico que desempeña un papel fundamental en diversas aplicaciones industriales 

y alimenticias. (Colmenares, 2023) 

 

Se produce a partir de la fermentación de azúcares, como la lactosa en el suero de leche, 

por bacterias ácido lácticas, como Lactobacillus. Este ácido se utiliza en la industria alimentaria 

como acidulante, conservante, potenciador de sabor y agente de fermentación. (Segovia‐

Hernández et al., 2022) 

 

Además, el ácido láctico es un componente clave en la producción de polímeros 

biodegradables, como el PLA (ácido poliláctico), que se utiliza en envases y productos 

plásticos. Su versatilidad y su origen natural lo hacen atractivo para una amplia gama de 

aplicaciones sostenibles. (Palma, 2023) 

 

2.3.1 ESTRUCTURA DEL ÁCIDO LÁCTICO 

  

El ácido láctico es un ácido carboxílico que posee un grupo hidroxilo en el carbono 

adyacente al grupo carboxilo. Este carbono asimétrico genera actividad óptica, lo que significa 

que el ácido láctico puede existir en dos formas estereo isoméricas, conocidas como isómeros 

ópticos: D(-) láctico y L(+) láctico. (Segovia‐Hernández et al., 2022). La figura 1 muestra estas 

dos formas desarrolladas de los isómeros ópticos del ácido láctico.  
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Figura 1. Estructura del ácido láctico. (Cedeño, 2020) 

 

2.3.2 MECANISMOS DE OBTENCIÓN DE ÁCIDO LÁCTICO 

El ácido láctico se puede obtener por síntesis química a partir de acetaldehído 

(CH3CHO) con cianuro de hidrógeno (HCN) o mediante vía fermentativa biotecnológica 

utilizando bacterias ácido lácticas. La necesidad de obtener un ácido láctico ópticamente puro 

ha direccionado a una producción biotecnológica. (Guridi, 2019) 

 

2.3.2.1 SEPARACIÓN DE ÁCIDO LÁCTICO POR DESTILACIÓN REACTIVA 

El proceso comienza con la hidrólisis del lactato de metilo para producir ácido láctico. 

Luego, se utiliza un proceso de destilación reactiva para separar el ácido láctico de otros 

componentes. La destilación reactiva es un proceso que combina la destilación con una 

reacción química para producir un producto más puro. En este caso, el ácido láctico se separa 

del lactato de metilo mediante hidrólisis. El proceso de destilación reactiva se lleva a cabo en 

una columna de destilación, donde se añade un catalizador para acelerar la reacción química. 

El ácido láctico se separa del lactato de metilo y se recupera como un producto puro. (Alzate, 

2004).  
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2.3.2.2  FILTRACIÓN CON MEMBRANAS 

Este proceso consta de la fermentación de sustancias ricas en monosacáridos o 

disacáridos por microorganismos, como Lactobacillus. La fermentación produce ácido láctico, 

que se separa y purifica utilizando tecnologías de filtración con membranas. Las membranas 

se utilizan para separar el ácido láctico de otros componentes, como las células microbianas y 

los subproductos de la fermentación. El proceso de filtración con membranas es un método 

eficiente y sostenible para la separación y purificación de ácido láctico. (Guridi, 2019) 

  

2.3.2.3 FERMENTACIÓN CON LACTOSUERO  

El proceso de producción de ácido láctico a partir de lactosuero implica la fermentación 

del lactosuero por bacterias ácido lácticas, como Lactobacillus. Durante la fermentación, los 

microorganismos convierten la lactosa en ácido láctico. El ácido láctico se separa y purifica 

utilizando tecnologías de separación, como la destilación y la extracción líquido-líquido. El 

proceso de producción de ácido láctico a partir de lactosuero es una forma eficiente y sostenible 

de aprovechar este subproducto de la industria láctea. (Palma, 2023) 

 

2.3.3. MÉTODOS PARA LA MEDICIÓN DE ÁCIDO LÁCTICO  

En la Tabla 8 se detallan los métodos para determinar el ácido láctico.  

Tabla 8, Métodos para determinar ácido láctico. 

Método Descripción Aplicación 

  

  

Titulometría 

  

  

  

Norma NTE INEN 13:2015 

  

  

Industria láctea 
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Métodos enzimáticos 

  

- Espectrofotométrico 

En este método se utilizan la 

enzima lactato deshidrogenasa 

(LDH) y la coenzima nicotinamida 

adenina dinucleótido (NAD+) 

oxidasa. El lactato se oxida a 

piruvato, mientras que la coenzima 

se reduce a NADH, que puede 

medirse por su absorbancia a 340 

nm. 

  

- Fluorescencia 

Utilizando la enzima lactato 

deshidrogenasa (LDH), el lactato 

puede cuantificarse mediante su 

excitación a 535 nm y su emisión a 

587 nm. 

  

- Colorimétrico 

La enzima LOx cumple el papel de 

catalizador en la oxidación aeróbica 

del lactato, liberando H2O2. En 

contacto con 4-aminoantipirina y la 

enzima peroxidasa-HRP, se 

produce un cromógeno que puede 

identificarse a 565 nm. 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

Producción industrial de ácido 

láctico 

  

  

  

  

Diagnóstico médico 

  

  

  

  

Fermentación 
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- Biosensores 

La detección de lactato en 

productos lácteos se consigue 

utilizando un electrodo 

amperométrico acoplado con LOx, 

un polímero y una capa de óxido de 

indio y estaño. 

  

Resonancia magnética nuclear 

de protones 

Durante procesos de fermentación, 

permite distinguir la participación 

de distintos ácidos orgánicos. 

Detecta moléculas específicas 

basándose en espines de los átomos 

presentes, generalmente hidrógeno 

y carbono. 

  

  

  

Diagnóstico médico Procesos 

fermentativos 
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Cromatografía de gases 

acoplada a masas 

Detectar el compuesto de interés 

basándose en su tiempo de 

retención, utilizando columnas de 

separación en presencia de residuos 

no volátiles que se adhieren a ella. 

  

  

  

Procesos fermentativos 

  

  

  

  

Cromatografía líquida 

Identifica cuantitativamente los 

ácidos orgánicos de interés 

basándote en su tiempo de 

retención. Emplea columnas de 

intercambio iónico y detectores 

como el índice de refracción, UV-

VIS y DAD. 

  

  

  

Fermentación a partir de residuos 

agroindustriales 

  

  

  

  

  

  

  

  

Colorimetría 

- El analito se oxida con H2SO4 

para formar acetaldehído, lo que le 

permite reaccionar con el 

hidroxifenilo en presencia de iones 

de cobre. La absorbancia se mide a 

560 nm. 

- El analito sufre una reacción 

colorimétrica con el tricloruro 

férrico, que da lugar a la formación 

de iones lactato y tricloruro férrico. 

La absorbancia se mide a 390 nm. 

  

  

  

  

  

  

Ensilaje 

  

  

Espectroscopia FT-IR 

Método cuantitativo, permite 

detectar grupos funcionales de 

interés visibles en un rango 

determinado de longitud de onda 

  

  

  

Varios 
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Gravimetría 

Análisis cuantitativo que utiliza 

Ba(OH)2 tras tratar la muestra con 

HCl y Na2(SO4). Tras la reacción, 

el peso del precipitado de sulfato de 

bario se correlaciona con la 

cantidad de ácido láctico. 

  

  

  

Ensilaje 

 

Fuente. (Calvopiña & Betancourt, 2020) 

CAPÍTULO 3 

MATERIALES Y MÉTODOS 

 

 En el presente capítulo se detalla la preparación, selección y tratamiento de la materia 

prima (Lactosuero), el proceso de activación, inoculación y conservación de las bacterias del 

género Lactobacillus y Streptococcus, el diseño experimental aplicado, el procedimiento de 

obtencion del acido láctico, su caracterización, así como también la evaluación de sus grupos 

funcionales.  

3.1 NIVEL DE INVESTIGACIÓN 

El desarrollo de este trabajo de titulación constituye en un tipo de investigación 

cuantitativa y experimental, el mismo que consistió en recopilar y analizar datos estadísticos 

con resultados numéricos con respecto a la calidad de materia prima así mismo como a la 

cuantificación del ácido láctico mediante análisis fisicoquímicos de los sueros de la leche y la 

caracterización del ácido láctico mediante acidez titulable y pH. 
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La investigación llevada a cabo fue un estudio experimental, ya que incluía tres 

variables no probadas en condiciones científicamente aceptables, en las que se podía controlar 

el proceso de investigación para interpretar los resultados obtenidos. 

  

3.1.2. DISEÑO DE INVESTIGACIÓN 

En este estudio se llevó a cabo una investigación experimental de naturaleza cuantitativa, 

en el que se analizó tres variables independientes, como factor ¨A¨ el efecto de suplementos en 

el suero de leche, los mismos que fueron el extracto de levadura y NH₄H₂PO₄. a diferentes 

concentraciones % (m/v), así mismo variables con suero desproteinizado y sin desproteinizar, 

con respecto a tratamientos control sin suplemento, como factor ¨B¨ la temperatura de 

fermentación, con las bacterias lácticas así como también los medios de cultivo identificando 

el más favorable y como factor ¨C¨ el tiempo de fermentación en cada unidad experimental. 

 

Matriz experimental 

 

Se prepararon cuatro formulaciones diferentes de sustratos para cada método, con su 

respectiva muestra de lactosuero, con la finalidad de determinar qué formulación produciría la 

mayor cantidad de ácido láctico. Las cantidades utilizadas para esta evaluación se presentan en 

la Tabla 9: 

 

Factor ¨A¨ 

Formulación lactosuero sin 

desproteinizar y sin suplementos 

Formulación lactosuero desproteinizado y 

sin suplementos 
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Lactosuero                     250 mL 

Desprotonación.           NO 

Extracto de levadura.     NO 

NH₄H₂PO₄.                     NO 

Lactosuero                     250 mL 

Desprotonación.                      SI 

Extracto de levadura.     NO 

NH₄H₂PO₄.                     NO 

Formulación lactosuero sin 

desproteinizar y con suplementos 

Formulación lactosuero desproteinizado y 

con suplementos 

Lactosuero                     250 mL 

Desprotonación.            NO 

Extracto de levadura.     2,5g 

NH₄H₂PO₄.                     4,8g 

Lactosuero                     250 mL 

Desprotonación.           SI 

Extracto de levadura.     2,4g 

NH₄H₂PO₄.                     4,8g 

 Tabla 9 Formulaciones utilizadas 

 

 

Factor ¨B¨                                                                                 Factor ¨C¨ 

 

Temperatura de fermentación              

37ºC 

42ºC 

Tabla 10 Factor temperatura                                                         Tabla 11 Factor tiempo 

 

Tiempo de fermentación 

72 h 

96 h  
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3.1.2.1. MEDIO DE CULTIVO 

En este punto se realizaron dos medios de cultivo para inocular las bacterias ácido 

lácticas Choozit MY 800 LYO 5 DCU con la finalidad de encontrar el medio con el que se 

consiga una mejor propagación de las bacterias. 

 

El primer medio que se utilizó para el crecimiento de las bacterias ácido lácticas de 

inoculación directa fue el Caldo Nutritivo de la empresa ™ MEDIA, TITAN BIOTECH LTD., 

dicho caldo permite el enriquecimiento, cultivo y aislamiento de diferentes tipos de bacterias 

ácido lácticas, incluyendo las utilizadas en este proyecto, a continuación en Tabla 12 se 

muestra la composición de este medio de cultivo.  

 

                         

 

 

 

 

 

Tabla 12 

Composición del medio de cultivo de caldo nutritivo.  

 

El segundo medio de cultivo para sembrar las bacterias fue el lactosuero, este medio es 

un subproducto de la fabricación de quesos y yogurt que contiene lactosa, vitaminas y 

minerales, los cuales pueden nutrir a las bacterias ácido lácticas y promover su crecimiento.  

 

Componente Gramos por litro de agua 

destilada (g/L) 

Tejido animal de digestión péptica 5 

Cloruro de sodio 5 

Extracto de remolacha 1.50 

Extracto de levadura 1.50 
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El suero de leche ofrece un ambiente similar al encontrado en aplicaciones lácteas 

típicas, haciendo que sea un medio más natural y específico para la propagación de estas 

bacterias, en comparación con otros medios de cultivo. A continuación en la Tabla 13 se 

muestra su composición:  

Tabla 13 Composición promedio del lactosuero.  

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2 POBLACIÓN Y 

MUESTRA 

Los sueros de leche se obtuvieron de la parroquia de Zhoray ubicada en el Noroeste de 

Azogues, a una altura de 2494 msnm, con coordenadas SUR 02º34 ́27 ̈y OESTE 78º38 ́54 ̈. Y 

de la empresa Nutri del cantón Cañar Hcda. San Antonio Panamericana Norte Km. 80 vía 

Durán - Tambo, se recolectó en envases de vidrio previamente esterilizados y transportados 

hasta el laboratorio de microbiología de ciencias de la vida y fueron almacenados a 5.6 ºC en 

refrigeración.  

    

Parámetro Valor % 

Agua 93,2 

Lactosa 4,85 

Proteínas solubles 0,80 

Grasa 0,50 

Vitaminas y minerales 0,60 

Ácido Láctico 0,05 

Sólidos totales 0,6 

Calcio 0,4 
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Los microorganismos que se utilizaron fueron una cepa de cultivos lácticos liofilizados 

de inoculación directa de la empresa AGRO AUSTRO, ubicada en la ciudad de Cuenca en las 

calles 10 de agosto y Antono Ramirez. Bajo el nombre de Choozit MY 800 LYO 5 DCU, los 

cuales contienen tres bacterias ácido lácticas (Streptococcus thermophilus, Lactobacillus 

delbrueckii subsp. lactis y Lactobacillus delbruekii subsp. bulgaricus), misma cepa es utilizada 

para la elaboración de queso y yogurth , se escogió estas bacterias ya que siguen la ruta 

homofermentativa para la producción de ácido láctico.  

 

3.3 VARIABLES  

3.3.1 VARIABLE INDEPENDIENTE  

Parámetros fisicoquímicos: Temperatura, pH, tiempo de fermentación. 

 

3.4. RECOGIDA DE DATOS  

Se empleó la técnica de observación cuantitativa, en la cual los resultados obtenidos se 

fundamentan en métodos de análisis estadísticos numéricos. Se recolectaron datos relacionados 

con valores numéricos, tales como el pH y la acidez. 

- Instrumentos de observación libre:  

- Cuaderno para tomar apuntes 

- Teléfono o cámara para tomar fotos 

- FT-IR 
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3.5. DESCRIPCIÓN DEL PROCESO DE OBTENCIÓN DE ÁCIDO LÁCTICO 

3.5.1. RECEPCIÓN DE LA MATERIA PRIMA  

Se contó con 6 litros de lactosuero de cada empresa, los mismos que fueron colectados, 

etiquetados y transportados en recipientes herméticos con capacidad de 1L previamente 

esterilizados. Las muestras fueron remitidas al laboratorio de microbiología de ciencias de la 

vida y se almacenaron a 5 ºC hasta el momento de su análisis fisicoquímico así como también 

para el proceso de desproteinización. Todos los análisis se realizaron por triplicado en días 

diferentes.  

3.5.1.1 ANALISIS FISICOQUÍMICO 

En esta sección se realizó la medición del pH y acidez de los lactosueros para 

comprobar la composición para utilizarlo como materia prima para el proceso de obtención de 

ácido láctico. 

 

OBJETIVO 1 

Determinación de los parámetros fisicoquímicos del lactosuero provenientes de las 

industrias lácteas mediante pruebas de laboratorio, comprobando las mejores condiciones de 

fermentación.  

 

3.5.1.2.  MEDICIÓN DE pH  

La cuantificación de pH se llevó a cabo con la ayuda de un pH-metro digital 

(SevenMulti-METTLER TOLEDO) es un instrumento científico que analiza la actividad del 

ion hidrógeno en soluciones acuosas indicando su grado de acidez o alcalinidad, el pH es un 
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punto crucial en el proceso de fermentación de las bacterias ácido lácticas, se realizó en un 

volumen de 50 mL de lactosuero puro. Dicha prueba se realizó por triplicado.  

 

Fig. 2 Medición del pH.  

 

3.5.1.2.  MEDICIÓN DE LA ACIDEZ   

 La acidez expresada en porcentajes de ácido láctico se cuantificó mediante acidez 

titulable de acuerdo al método de ensayo a la Norma Técnica Ecuatoriana INEN 13, se siguió 

el procedimiento de acorde a la norma antes mencionada, posteriormente se colocó el equipo 

necesario para realizar la titulación como se muestra en la Figura 3 en el que se transfirió 20 g 

de muestra al Erlenmeyer depositando la solución estandarizada de NaOH al 0,1 N y 

Fenolftaleína como indicador hasta la aparición de un color rosa permanente por lo menos de 

30 segundos.  

La acidez expresada en porcentaje de ácido láctico del suero se calcula con la siguiente 

ecuación:  

Ecuación 1 

𝐴 = 0,090
𝑉 ∗ 𝑁

𝑚1−𝑚
∗ 100 
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Donde:  

A = acidez titulable del suero en porcentaje en masa de ácido láctico.  

V = volumen de la solución de hidróxido de sodio (cm)  

N = normalidad de la solución de hidróxido de sodio  

𝑚 = masa del matraz Erlenmeyer vacío (g)  

𝑚1 = masa del matraz Erlenmeyer con suero (g) 

0,090 = miliequivalente del ácido láctico.   

                            

                    Fig 3  Equipo de titulación.                       Fig 4  Obtención del color rosado por 30s.  

 

3.5.1.3. OBJETIVO 2 

 

 Obtención de ácido láctico mediante vía fermentativa de Streptococcus thermophilus, 

Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis y Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus para 

análisis cualitativo del ácido láctico obtenido mediante FT-IR verificando sus grupos 

funcionales. 
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Para este objetivo se analizaron cuatro pruebas como se muestran en la Tabla 9, en 

cuanto a la suplementación de los caldos de fermentación fueron dos, en Caldo Nutritivo y en 

Lactosuero, este procedimiento se basó en estudios realizados (Calvopiña & Betancourt, 2020) 

y (Gálvez Cadena, 2022), midiendo paulatinamente la acidez expresada como ácido láctico 

durante las 72 horas hasta llegar a las 96 horas, con el fin de obtener las condiciones con mayor 

% de acidez expresada como ácido láctico.  

 

3.5.1.4. DESPROTONACIÓN DEL LACTOSUERO  

Para este procedimiento se calentó 1 L de cada lactosuero a 90ºC por 20 minutos Figura 

5, una vez culminado el tiempo se dejó enfriar hasta alcanzar una temperatura de 20ºC, con 

ello se logra la precipitación de las proteínas. Al lograr esa temperatura se procedió a filtrar a 

través de una manta fina Figura 6 con el fin de separar las partículas que tienen mayor tamaño. 

Posteriormente se centrifugó a 2500 rpm durante 20 minutos Figura 7. Ya finalizada la 

centrifugación, se separó la muestra conservando así la parte más acuosa Figura 8.  Finalmente, 

se almacenó a temperatura de refrigeración para su uso posterior.  

                    
                       Figura 5  Calentamiento                                         Figura 6 Filtración 



43 

 

                      
                   Figura 7 Centrifugación                          Figura 8 Separación de fases, almacenamiento 

 

3.5.2. PREPARACIÓN DE SUSTRATOS 

Se colocaron las cantidades estipuladas en la Tabla 9 en matraces Erlenmeyer, se 

cubrieron las boquillas con tapones de algodón y papel aluminio, posterior se esterilizaron en 

el autoclave a 120ºC durante 15 minutos (Valdés Rayo et al., 2018), con la finalidad de eliminar 

microorganismos que pueden causar inconvenientes en el proceso de fermentación. Finalmente 

se esperó que lleguen a temperatura ambiente y se refrigeraron.  

 

 

Figura 9.  Matraces Erlenmeyer con diferentes sustratos.  
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3.5.2.1.  PREPARACIÓN DEL CALDO NUTRITIVO 

Se preparó el caldo siguiendo las instrucciones del fabricante. En una balanza digital se 

pesaron 13g del medio de cultivo Fig 10 y se disolvió en 1L de agua destilada dejando en 

reposo durante 10 minutos, luego con la ayuda de una hornilla lo calentamos para que las 

partículas se disuelvan por completo Fig 11 posterior a ello se colocó en matraces Erlenmeyer, 

los mismos que se esterilizaron en el autoclave a 120ºC durante 15 minutos.  

                 

      Figura 10 Peso en gramos del medio de cultivo                   Figura 11 Medio de cultivo disuelto 

 

3.5.2.2.  PREPARACIÓN DEL LACTOSUERO COMO MEDIO DE CULTIVO 

Es importante pasteurizar el lactosuero para eliminar cualquier microorganismo 

patógeno o competidor. Para ello se calienta el suero a 90ºC durante 5 a 10 minutos. Luego se 

enfría el suero a la temperatura de inoculación recomendada, que generalmente ronda los 30-

37 ºC.  

 

3.5.3. INOCULACIÓN DE LAS BACTERIAS ÁCIDO LÁCTICAS 

3.5.3.1. INOCULACIÓN DE LAS BACTERIAS ÁCIDO LÁCTICAS EN CALDO 

NUTRITIVO   
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Para este proceso de trabajo en la cámara de flujo previamente esterilizada, se utilizó 

dos mecheros de Bunsen con la finalidad de esterilizar aún más en área de inoculación Figura 

12, posterior a eso se colocó dentro los matraces con el caldo y el sobre de las BAL, para la 

utilización del sobre de las bacterias lácticas se siguió las indicaciones del fabricante con 

respecto al almacenamiento Anexo 1 , el sobre con las bacterias se almacenaron a < 4ºC, para 

utilizarlos en la inoculación, se mantuvieron a temperatura ambiente durante 30 minutos antes 

de abrirlo, con la finalidad de que el desempeño de las BAL no se vea afectado.  

En este punto se tuvo 1L de caldo nutritivo distribuido en 4 matraces Erlenmeyer de 

250 mL. Se pesó 5 gramos de las bacterias ácido lácticas, este proceso de medición se realizó 

4 veces para colocarlos en cada matraz de Erlenmeyer previamente esterilizados. Se cerraron 

los matraces con tapones de algodón Figura 13 posteriormente se llevaron al agitador orbital 

a una temperatura de 37ºC durante 48 h, con la finalidad de producir bacterias en gran cantidad. 

Figura 14 

                                           

           Figura 12.  Esterilización de la zona               Figura 13. Caldo con las BAL 
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        Figura 14  Bacterias en el agitador orbital  

 

3.5.3.1. INOCULACIÓN DE LAS BACTERIAS ÁCIDO LÁCTICAS EN 

LACTOSUERO 

El lactosuero resulta ser un medio de cultivo muy adecuado para bacterias lácticas, su 

composición puede ayudar a nutrir las BAL y promover su crecimiento.  

Se trabajó de igual manera en la cámara de flujo con mecheros de Bunsen y los 

materiales previamente esterilizados, ya con el suero preparado se procedió a adicionar el 

cultivo CHOOZIT MY 800 LYO 5 DCU, la cantidad fue la misma que para el caldo nutritivo, 

se incubó a 37ºC por 24 horas.  

 

3.5.4  FERMENTACIÓN   

Después de transcurrido el tiempo en el agitador orbital los matraces con los diferentes 

sustratos y las bacterias inoculadas en el caldo nutritivo así como también las que fueron 

sembradas en el lactosuero, fueron introducidos a la cámara de flujo en donde se prendieron 
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dos mecheros de Bunsen, y con la ayuda de una pipeta volumétrica se extrajo 50 mL del inóculo 

y se vertió tal cantidad en cada matraz de Erlenmeyer que contenía los diferentes sustratos.  

 

Las variables experimentales utilizadas fueron los diferentes sustratos que se 

encontraban en los matraces de Erlenmeyer mencionados con anterioridad. En este punto se 

volvió a evaluar la acidez expresada como ácido láctico Figura 15 cuyo proceso está descrito 

en el punto 3.6.2.1 en condiciones de esterilidad cada 24 horas, con la finalidad de establecer 

qué sustrato presenta mayor porcentaje de acidez. Posteriormente se colocaron tapones de 

algodón y se introdujeron a la incubadora, la fermentación se realizó en dos etapas, la primera 

a 37ºC y la segunda a 42ºC, así mismo por 72 horas y 96 horas Figura 16 y 17   

 

                                   

              Figura 15. Medición de la Acidez                                            Figura 16 Incubadora a 37ºC 
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 Figura 17 Temperatura de 42ºC 

 

3.6. ANÁLISIS MICROBIOLÓGICO 

  

Los análisis microbiológicos se realizaron siguiendo la metodología descrita en la 

norma NTE INEN 2594, que establece los requisitos de aceptación o rechazo de la materia 

prima, que en este caso es el lactosuero destinado a su posterior transformación. 

 

Se obtuvo agua salina al 0,90%, así mismo el agar MRS siguiendo las instrucciones del 

fabricante. El agar se colocó en cajas Petri y fueron incubadas a 37ºC durante 24 horas, con la 

finalidad de verificar la esterilidad de las mismas. Así mismo el material a utilizarse fue 

previamente esterilizado en el autoclave a 120ºC por 15 minutos.  

 

Para la siembra, se partió de la unidad de muestra de 1000 mL, se tomó 0,1 mL de suero 

de leche Figura 18, con la ayuda de tubos de ensayo y micropipetas, se realizó una dilución de 

10-3 y posteriormente se sembró en las cajas petri de agar Figura 19, se esparce la muestra de 

manera horaria y antihoraria, con el fin de que este se disperse por toda la paca, se dejó reposar 

por 15 minutos para que se solidifique y finalmente se llevó a la incubadora a 37ºC por 24 

horas.  
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              Figura 18 Toma de muestra                         Figura 19 Distribución en cajas Petri 

 

3.7 EXTRACCIÓN DE ÁCIDO LÁCTICO 

Transcurrido el tiempo de fermentación previamente establecido, se transfirieron 200 

mL de los diferentes caldos a tubos Falcon, que se centrifugaron a 5000 rpm durante 30 minutos 

Fig 20. El sobrenadante resultante se filtró con un paño estéril Fig 21.  

 

            

          Fig 20. Centrifugación                                      Fig 21.  Filtración  
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3.7.1  FILTRADO AL VACÍO  

  Posteriormente, el producto se filtró utilizando una bomba de vacío para separar la 

parte sólida Fig 22, formada por células microbianas, de la parte líquida, formada por enzimas 

lactasa. Este proceso consiguió una mayor purificación al eliminar la mayor parte de la biomasa 

presente en el caldo fermentado. 

 

 

Fig. 22 Filtración al vacío 

 

3.7.2. DESTILACIÓN SIMPLE  

 Dado que el ácido produce ésteres internos con un alto punto de ebullición, se aplicó 

aquí un sencillo proceso de destilación. Se trata de una técnica de laboratorio utilizada para 

separar sustancias miscibles con diferentes puntos de ebullición. El caldo fermentado es una 

mezcla homogénea de lactato, agua y otros componentes con diferentes puntos de ebullición.  
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Para realizar este proceso, se vertieron 150 mL del caldo fermentado en un matraz de 

destilación y se conectaron a un tubo condensador. Se activó la circulación de agua fría a través 

de mangueras hasta el condensador, y se colocó un vaso de precipitados en el otro punto del 

destilador para recoger el componente evaporado. Fig 23. Se aplicó calor con un mechero 

Bunsen, provocando la evaporación de los componentes más volátiles, incluida el agua, 

teniendo en cuenta que el punto de ebullición que debe tener el ácido láctico es de 120ºC y el 

punto de ebullición de agua es de 95ºC. El producto concentrado, en este caso es el ácido 

láctico, fue sometido a una prueba de caracterización para analizar la pureza del producto final 

Fig 24.  

 

                 

          Fig. 23. Equipo de destilación                                 Fig 24. Producto final  

 

3.7.3. EVALUACIÓN DEL RENDIMIENTO DE ÁCIDO LÁCTICO  

3.7.3.1. ACIDEZ TITULABLE  

El producto obtenido se evaluó por el método de acidez titulable expresado como 

gramos de ácido láctico, siguiendo el método de ensayo especificado en la Norma Técnica 

Ecuatoriana INEN 13:2015. 
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Se prepara la solución 0,1N de hidróxido de sodio y la solución indicadora de 

fenolftaleína.  

 

Se mezcló la muestra para así obtener una solución homogénea, manteniéndola a una 

temperatura aproximada de 20ºC.  

 

En un matraz de Erlenmeyer seco y previamente esterilizado se pesa con la ayuda de 

una balanza digital una determinada cantidad de la muestra y se registra el valor, luego se añade 

3 gotas de la solución indicadora de fenolftaleína como indicador y se titula con una solución 

estandarizada de 0,1N de hidróxido de sodio previamente colocado en una bureta, esto hasta 

conseguir un color rosado persistente durante al menos 30s. Ver Anexo 2 

 

3.7.3.2. DETERMINACIÓN DEL pH 

Este punto se realizó con un instrumento de laboratorio con electrodos de inmersión. 

Se colocó un volumen de muestra en un vaso de precipitación, se introdujo el potenciómetro y 

se esperó a que este estabilice la lectura del pH. Anexo 3 

3.7.3.3. OBJETIVO 3  

 

Verificación mediante análisis estadísticos del proceso más efectivo para la obtención 

de ácido láctico. 
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La técnica de FT.IR se puede utilizar como un método para evaluar la producción de 

ácido láctico, al este identificar los grupos funcionales del mismo. Se utilizó un equipo de 

espectro.  

3.7.3.4. IDENTIFICACIÓN DE GRUPOS FUNCIONALES CARACTERÍSTICOS DEL 

ÁCIDO LÁCTICO MEDIANTE ESPECTROSCOPIA FT-IR  

 

Utilizando el espectrómetro infrarrojo FT-IR marca NICOLET iS10 Thermo 

SCIENTIFIC.  

 

Se realiza un monitoreo previo del equipo para confirmar su funcionamiento, se acopla 

la punta para la detección de líquidos, se limpia con la ayuda de un paño y alcohol isopropílico 

la punta y el cristal, previo a ello,  se verifica que la muestra a analizar este a un pH de 5 a 9.  

 

Con el cristal limpio se procede a realizar un barrido de fondo, con la curva previa, 

posteriormente se coloca una gota de la muestra en el diamante y se da inicio al escáner. La 

limpieza del diamante se repite con cada muestra a analizar.   
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CAPÍTULO 4  

RESULTADOS Y DISCUSIÓN  

4.1 RESULTADOS  

4.1.1 ANÁLISIS FISICOQUÍMICOS 

 Determinación de los parámetros fisicoquímicos del lactosuero provenientes de las 

industrias lácteas mediante pruebas de laboratorio, comprobando las mejores condiciones de 

fermentación.  

4.1.2 MEDICIÓN DEL pH Y ACIDEZ DE LOS LACTOSUEROS 

Este parámetro es crucial en el análisis fisicoquímico, ya que si se encuentra un pH 

normal según la bibliografía, mejorará el rendimiento y la tasa de crecimiento de las bacterias 

lácticas, con lo que producirán metabolitos primarios más rápidamente. Por lo contrario, si no 

existe un pH adecuado, se inhiben las acciones enzimáticas que facilitan las vías metabólicas 

para la generación del ácido láctico. La Tabla 25 muestra los resultados obtenidos de la 

medición de pH en los diferentes lactosueros sin ningún tratamiento previo (Valdés Rayo et 

al., 2018).  

Tabla 25. Resultados obtenidos en la determinación del pH en el lactosuero 

 

 

 

 

 

 

SUERO 1 

ZHORAY 

 pH 

Muestra 1 6.46  

Muestra 2 6.68  

Muestra 3 6.58 
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Acidez lactosuero 

lactosuero zhoray 0,17 0,23 0,35 

lactosuero cañar  0,25 0,16 0,17 

 

De acuerdo a los resultados obtenidos y basados en estudios previos publicados 

(Calvopiña & Betancourt, 2020), así como también los establecidos en la Norma INEN 2594 

en donde se determina el pH óptimo y acidez para realizar tal proceso se puede determinar que 

ambos sueros presentan porcentajes favorables, resaltando que a pesar de ser obtenidos de 

diferentes fuentes su composición es la misma, definiendolos como materia prima apta para su 

proceso.  

Tabla 2.  

Requisitos físico químicos del Lactosuero 

Requisitos Suero de 

leche dulce 

  Suero de 

leche ácido 

  Método de 

ensayo 

Lactosa % (m/m) Min Max Min Max   

Proteína láctea % 

(m/m) 

-- 5,0 -- 4,3 AOAC 984.15 

SUERO 1 

NUTRI LECHE 

 pH 

Muestra 1 6.39  

Muestra 2 6.28 

Muestra 3 6.38 
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Grasa láctea % 

(m/m) 

0,8 -- 0,8 -- NTE INEN 16 

Ceniza % (m/m) -- 0,3 -- 0,3 NTE INEN 12 

Acidez titulable % 

(calculada como 

ácido láctico) 

-- 0,16 0,35 -- NTE INEN 14 

pH 6,8 6,4 5,5 4,8 NTE INEN 13 

Fuente: (INEN 2594, 2011) 

 

4.1.3. ANÁLISIS MICROBIOLÓGICO DEL LACTOSUERO 

Los resultados fueron obtenidos mediante el conteo de colonias en platos seleccionados, 

calculando el número de unidades formadoras de colonias (UFC) por centímetro cúbico de 

muestra. 

Tabla 26 Resultados de análisis microbiológico del suero de la leche en estudio 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Con respecto al análisis microbiológico, se evidencio la presencia de 250 UFC/g de 

Aerobios mesófilos, mientras que los microorganismos Escherichia coli, Staphilococcus, 

Microorganismos Valores (UFC/g) 

Aerobios mesófilos 250 

Escherichia coli NO 

Staphylococcus Aureus NO 

Salmonella NO 

Listeria monocytogenes NO 
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Salmonella y Listeria monocytogenes, presentaron ausencia en las muestras, tal como es el caso 

en el trabajo realizado por (Lema Guamán, 2023), por consiguiente, el suero de leche se 

consideró apto como materia prima para el proceso de obtención de ácido láctico, así también 

como ingrediente para la aplicación en la industria alimentaria como suplemento dietético y 

para la elaboración de un subproducto.  

 

4.1.4. MEDICIÓN DE ACIDEZ A LOS MEDIOS YA CONCENTRADOS 

A continuación se muestran los resultados obtenidos de la acidez de los medios ya 

concentrados con las bacterias:  

Tabla 27. Datos obtenidos en el método 1  

Método 1 

BAL en Lactosuero 

  Temp. de 

fermentació

n 

  37ºC 

    

Horas de 

fermentación 

72 horas 

M1 

  

M2 

  

M3 

96 horas 

M1 

  

M2 

  

M3 

Lactosuero sin 

  desproteinizar y sin 

suplementos 

 10,26 10,19 10,25  10,65 10,63 10,63 

Lactosuero 

  desproteinizado y sin 

suplementos 

 7,5 6,8 6,9 8,01  7,93 8,04 

Lactosuero 

desproteinizado y con 

suplementos 

 11,48 11,46 11,45 12,13  12,13 12,4 

Lactosuero sin  

  desproteinizar y con 

suplementos 

 6,02 6,03 6,02  5,52 6,44 6,41 
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Tabla 28. Datos obtenidos en el método 1  

Método 1 

BAL en Lactosuero 

  Temp. de 

fermentación 

  42ºC 

    

Horas de 

fermentación 

72 horas 

M1 

  

M2 

  

M3 

96 horas 

M1 

  

M2 

  

M3 

Lactosuero sin 

  desproteinizar y sin 

suplementos 

 10,3 10,6 9,8 10,45 10,96 10,99 

Lactosuero 

  desproteinizado y sin 

suplementos 

 7,59 8,03 7,72 7,86 7,45 8,02 

Lactosuero  

  desproteinizado y 

con suplementos 

 11,4 11,08 11,68 12,01 11,87 11,81 

Lactosuero sin  

desproteinizar y con 

suplementos 

 6,47 6,08 6,68 6,02 5,99 6,49 

 

 

Tabla 29. Datos obtenidos en el método 2 

Método 2 

BAL en caldo 

nutritivo 

  Temp. de 

fermentación 

  37ºC 

    

Horas de 

fermentación 

72 horas 

M1 

  

M2 

  

M3 

96 horas 

M1 

  

M2 

  

M3 

Lactosuero sin 

  desproteinizar y sin 

suplementos 

 13,67 13,49 14,01  13,81 13,42 14,14 
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Lactosuero 

  desproteinizado y sin 

suplementos 

 14,76 14,30 14,77  14,9 15,59 14,35 

Lactosuero 

desproteinizado y con 

suplementos 

 21, 06 20,77 20,97  21,45 21,08 21,68 

Lactosuero sin  

 desproteinizar y con 

suplementos 

 15,43 16,33 16,21  15,74 15,42 15,94 

 

 

Tabla 30. Datos obtenidos en el método 2 

Método 2 

BAL en caldo 

nutritivo 

  Temp. de 

fermentación 

  42ºC 

    

Horas de 

fermentación 

72 horas 

M1 

  

M2 

  

M3 

96 horas 

M1 

  

M2 

  

M3 

Lactosuero sin 

  desproteinizar y sin 

suplementos 

 13,66 12,51 12,78  13,9 13,42 14,33 

Lactosuero 

  desproteinizado y sin 

suplementos 

 15,03 14,57 15,40  15,56 15,21 16,22 

Lactosuero  

desproteinizado  y con 

suplementos 

 20,13 19,63 20,51  20,66 20,09 21,21 

Lactosuero 

 desproteinizado y con 

suplementos 

 16,00 15,57 16,40  16,61 16,09 17,21 
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Con respecto a los resultados obtenidos en porcentajes de ácido láctico, resultados 

similares a los de (Patel, 2016), medidos como acidez titulable del producto concentrado 

manteniendo el volumen constante durante el proceso de destilación. Se determinó la 

concentración de ácido láctico en g/L. El análisis se realizó por triplicado para cada grupo 

experimental, y los resultados se analizaron estadísticamente. 

 

4.1.5. RESULTADOS PROMEDIO DE MEDIDAS DE pH FINAL DE ÁCIDO 

LÁCTICO 

Tabla 31. Datos obtenidos en el método 1  

Método 1 

caldo nutritivo 

  Temperatura de 

fermentación 

37ºC 

    

Horas de 

fermentación 

72 horas 

M1 

  

M2 

  

M3 

96 horas   

Lactosuero sin 

desproteinizar y sin 

extracto de levadura 

y fosfato de amonio. 

 2,18 2,26 2,32  2,35 2,34 2,30 

Lactosuero 

desproteinizado y sin 

extracto de levadura 

y fosfato de amonio. 

 2,19 2,27 2,26  2,26 2,34 2,17 

Lactosuero 

desproteinizado y 

con extracto de 

levadura y fosfato de 

amonio.  

 2,28 2,34 2,31  2,33 2,34 2,35 

Lactosuero sin  

  desproteinizar y con 

extracto de levadura 

y fosfato de amonio.  

 2,45 2,40 2,27  2,67 2,54 2,51 
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Tabla 32. Datos obtenidos en el método 1  

Método 1 

caldo nutritivo 

  Temperatura de 

fermentación 

42ºC 

    

Horas de 

fermentación 

72 horas 

M1 

  

M2 

  

M3 

96 horas   

Lactosuero sin 

desproteinizar y sin 

extracto de levadura 

y fosfato de amonio. 

 2,33 2,34 2,30  2,35 2,31 2,30 

Lactosuero 

desproteinizado y sin 

extracto de levadura 

y fosfato de amonio. 

 2,30 2,33 2,32  2,31 2,32 2,36 

Lactosuero 

desproteinizado y 

con extracto de 

levadura y fosfato de 

amonio.  

 2,30 2,38 2,29  2,34 2,2,35 2,33 

Lactosuero sin  

  desproteinizar y con 

extracto de levadura 

y fosfato de amonio.  

 2,29 2,28 2,29  2,32 2,30 2,31 

 

 

Tabla 33. Datos obtenidos en el método 2 

Método 2 

BAL en Lactosuero 

  Temperatura de 

fermentación 

37ºC 

    

Horas de 

fermentación 

72 horas 

M1 

  

M2 

  

M3 

96 horas 

M1 

 

M2 

 

M3 

Lactosuero sin 

desproteinizar y sin 

extracto de levadura 

y fosfato de amonio. 

 2,26 2,34 2,32  2,29 2,28 2,36 

Lactosuero 

desproteinizado y sin 

extracto de levadura 

y fosfato de amonio. 

 2,27 2,31 2,32  2,33 2,35 2,31 

Lactosuero 

desproteinizado y 

con extracto de 

levadura y fosfato de 

amonio.  

 2,31 2,21 2,18  2,37 2,31 2,33 
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Lactosuero sin  

  desproteinizar y con 

extracto de levadura 

y fosfato de amonio.  

 2,41 2,37 2,34  2,39 2,35 2,33 

 

 

Tabla 34. Datos obtenidos en el método 2 

Método 2 BAL en 

Lactosuero 

  Temperatura 

de 

fermentación 

42ºC 

    

Horas de 

fermentación 

72 horas 

M1 

  

M2 

  

M3 

96 horas   

Lactosuero sin 

desproteinizar y sin 

extracto de levadura 

y fosfato de amonio. 

 2,27 2,21 2,20  2,29 2,21 2,31 

Lactosuero 

desproteinizado y sin 

extracto de levadura 

y fosfato de amonio. 

 2,31 2,34 2,27  2,40 2,34 2,33 

Lactosuero 

desproteinizado y 

con extracto de 

levadura y fosfato de 

amonio.  

 2,28 2,29 2,33  2,33 2,31 2,28 

Lactosuero sin  

  desproteinizar y con 

extracto de levadura 

y fosfato de amonio.  

 2,27 2,26 2,28 2,32 2,30 2,27 
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Las tablas con los métodos antes mencionados se refieren a las mediciones de pH y acidez de los sustratos que se enriquecieron con extracto 

de levadura y fosfato de amonio, en los medios de cultivo de Caldo nutritivo y Lactosuero, midiendo tales parámetros a las temperaturas y 

horas establecidos, en la sección 3.1.2 en la Tabla 9 se aprecia las cantidades estipuladas en este proceso. En el ANEXO 5 se encuentran las 

tablas estadísticas detalladas de mejor manera.  

4.1.6. VERIFICACIÓN DE LOS GRUPOS FUNCIONALES MEDIANTE FT-IR 

Obtención de ácido láctico mediante vía fermentativa de Streptococcus 

thermophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis y Lactobacillus delbrueckii subsp. 

Bulgaricus para análisis cualitativo del ácido láctico obtenido mediante FT-IR 

verificando sus grupos funcionales 

 

 

Se interpretaron los espectros obtenidos en el espectrofotómetro FT-IR al comparar las 

muestras con el estándar de ácido láctico almacenado en los archivos del equipo. En el Anexo 

4 se puede apreciar el reporte completo.  

 

Los mejores resultados que se obtuvieron fueron las BAL sembradas en el medio de 

lactosuero, ya que se presenció una propagación mayor de las bacterias, se hizo una 

comparación al final con ambos medios para verificar con cual se obtiene mayor cantidad de 

ácido láctico y de mejor calidad. A continuación se puede apreciar los espectros de los medios 

mencionados en cada figura.  

 

La espectroscopia infrarroja posibilita la identificación de especies químicas al verificar 

la frecuencia (número de ondas) en la que los diferentes grupos funcionales muestran bandas 

de absorción en el espectro infrarrojo. 

 

Figura 35. 
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Ácido láctico obtenido del medio de lactosuero enriquecido con extracto de levadura y fosfato de 

amonio y suero desproteinizado.  

 

 

El análisis por espectrometría infrarroja (FTIR) del monómero inicial se realizó en un 

espectrómetro de marca NICOLET iS10 mediante la técnica de película líquida.  

 

En la figura 35 se visualizan los resultados obtenidos para el ácido láctico, donde se 

pueden identificar bandas de alta intensidad a 3489 y 2998 cm⁻¹ aproximados, correspondiendo 

a la tensión del enlace OH y a la tensión asimétrica del CH₃ respectivamente, seguidas de una 

banda a 2948 cm⁻¹ propia de la tensión del CH₃. A 1735 y 1129 cm⁻¹ se encuentran dos bandas 

muy intensas que pertenecen a la tensión de los enlaces C=O y C-O. Además, se puede apreciar 

una banda menos intensa a 1217 cm⁻¹, que pertenece al enlace C-O-C. 
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Figura 36. Ácido láctico obtenido del medio con caldo nutritivo sin suero desproteinizado, y 

suplementado con extracto de levadura y fosfato de amonio.  

 

 

 

Figura 37. Ácido láctico obtenido del medio de lactosuero enriquecido con extracto de levadura y 

fosfato de amonio y suero sin desproteinizar.  
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Figura 38. Equipo FT-IR  

 

 

 

4.2. Verificación mediante análisis estadísticos el proceso más efectivo para la obtención 

de ácido láctico 

  

Culminados con los experimentos que fueron propuestos en el diseño, se procede a 

analizar las condiciones de fermentación óptimas que maximicen la productividad de ácido 

láctico, el programa de Excel proporcionó los datos para ANOVA.  

  

Para determinar los mejores parámetros en proceso de fermentación del lactosuero con 

la BAL Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis y Lactobacillus 

delbrueckii subsp. Bulgaricus, se realizaron diferentes análisis estadísticos, los mismos que son 

detallados a continuación: 

 

 

 

Análisis de la acidez a las 72 horas  
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 Los datos considerados fueron: 

 Tabla 1. Resultados obtenidos de la medición de la acidez a las 72 horas de la fermentación 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Evaluación de la distribución normal de los datos 

Hipótesis nula: los datos presentan distribución normal 

Hipótesis alternativa: los datos no presentan distribución normal 

  

Considerando el juego de hipótesis se acepta la hipótesis nula (valor P > α), por ende, 

se puede decir que los datos presentaron una distribución normal. Dichos resultados se 

evidenciaron mediante la prueba de Shapiro-Wilk con un Valor p = 0.07235 y el gráfico 

Cuartil-Cuartil los datos se ubicaron de forma aleatoria en relación a la línea de referencia y no 

siguen ninguna tendencia. 

 

 

 

Tratamientos Repeticiones 

1 2 3 

A 10.26 10.19 10.25 

B 7.50 6.80 6.90 

C 11.48 11.46 11.45 

D 5.02 5.03 5.02 

E 10.30 10.60 9.80 

F 7.59 8.03 7.72 

G 11.40 11.08 11.68 

H 5.47 5.08 5.68 

I 13.67 13.49 14.01 

J 14.76 14.30 14.77 

K 21.06 20.77 20.97 

L 15.43 16.33 16.21 

M 13.66 12.51 12.78 

N 15.03 14.57 15.40 

O 20.13 19.63 20.51 

P 16.00 15.57 16.40 
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Evaluación del modelo ANOVA 

Hipótesis nula: los tratamientos no presentan diferencia significativa 

Hipótesis alternativa: los tratamientos presentan diferencia significativa 

 

Considerando el juego de hipótesis, se rechaza la hipótesis nula, se acepta la hipótesis 

alternativa (valor P < α), por ende, se puede decir que existe al menos un par de tratamientos 

que difieren entre si (valor P = 2e-16) (Tabla 2). 

 

Tabla 2. Análisis de Varianza (ANOVA) para la acidez a las 72 horas.  

  Grados de 

Libertad 

Suma de 

Cuadrados 

Cuadrados 

Medios 

Valor F Valor P 

Tratamientos 15 1007.4 67.16 581.9 2e-16 

Residuos 32 3.7 0.12     

 

El análisis de varianza para la acidez total de ácido láctico muestra que el valor-p del 

modelo utilizado para la variable de respuesta es significativo debido a que muestra un valor -

p < 0.05. Se acepta la hipótesis alternativa.  

 

 

Tabla 3. Supuestos del modelo ANOVA para la acidez a las 72 horas.  
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Independencia Normalidad Homogeneidad de 

varianzas 

Prueba de Durbin-Watson 

DW = 1.56, Valor p = 0.249 

Prueba de Shapiro-Wilk 

W = 0.9757, Valor p = 

0.4157 

Prueba de Levene 

Valor p = 0.8094 

 

 

Figura 1. Acidez del ácido láctico evaluado a las 72 h de la fermentación. Tratamiento A (BAL 

en caldo nutritivo, lactosuero sin desproteinizar y sin suplementos, 37 ºC), Tratamiento B (BAL 

en caldo nutritivo, lactosuero desproteinizado y sin suplementos, 37 ºC), Tratamiento C (BAL 

en caldo nutritivo, lactosuero sin desproteinizar y con suplementos, 37 ºC), Tratamiento D 

(BAL en caldo nutritivo, lactosuero desproteinizado y con suplementos, 37 ºC), Tratamiento E 

(BAL en caldo nutritivo, lactosuero sin desproteinizar y sin suplementos, 42 ºC), Tratamiento 

F (BAL en caldo nutritivo, lactosuero desproteinizado y sin suplementos, 42 ºC), Tratamiento 

G (BAL en caldo nutritivo, lactosuero sin desproteinizar y con suplementos, 42 ºC), 

Tratamiento H (BAL en caldo nutritivo, lactosuero desproteinizado y con suplementos, 42 ºC), 

Tratamiento I (BAL en lactosuero, lactosuero sin desproteinizar y sin suplementos, 37 ºC), 

Tratamiento J (BAL en lactosuero, lactosuero desproteinizado y sin suplementos, 37 ºC), 

Tratamiento K (BAL en lactosuero, lactosuero desproteinizado y con suplementos, 37 ºC), 

Tratamiento L (BAL en lactosuero, lactosuero desproteinizado y con suplementos, 37 ºC), 

Tratamiento M (BAL en lactosuero, lactosuero sin desproteinizar y sin suplementos, 42 ºC), 

Tratamiento N (BAL en lactosuero, lactosuero desproteinizado y sin suplementos, 42 ºC), 

Tratamiento O (BAL en lactosuero, lactosuero desproteinizado y con suplementos, 42 ºC), 

Tratamiento P (BAL en lactosuero, lactosuero desproteinizado y con suplementos, 42 ºC). Los 

resultados son expresados como promedio del porcentaje de acidez (%) ± DS, n = 3. 

Tratamientos con una letra en común no difieren al 5%, de acuerdo con la prueba de DSH de 

Tukey. 
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 En base al análisis estadístico ANOVA, se observó el promedio de la acidez del ácido 

láctico evaluado a las 72 h de fermentación, para los tratamientos K y O la acidez fue 20,93 y 

20,09 (%), respectivamente. El ANOVA mostró diferencia significativa entre los tratamientos 

(valor P =2e-16) (Tabla 2). No se presentaron desviaciones severas a los supuestos del modelo 

independencia, normalidad y homogeneidad de varianzas (Tabla 3). Los dos tratamientos antes 

mencionados lograron la mayor acidez con las siguientes condiciones BAL en lactosuero, 

lactosuero desproteinizado y con suplementos, 37 ºC y BAL en lactosuero, lactosuero 

desproteinizado y con suplementos, 42 ºC, respectivamente. 

 

ANÁLISIS DE LA ACIDEZ A LAS 96 HORAS  

Los datos considerados fueron:  

Tabla 4.Resultados obtenidos de la medición de la acidez a las 96 horas de la fermentación 

 

 

Tratamientos Repetición 1 Repetición 2 Repetición 3 

A  10,65 10,63 10,63 

B 8,01  7,93 8,04 

C 12,13  12,13 12,4 

D  5,52 6,44 6,41 

E  10,65 10,63 10,63 

F 8,01  7,93 8,04 

G 12,13  12,13 12,4 

H  5,52 6,44 6,41 
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I  13,81 13,42 14,14 

J  14,9 15,59 14,35 

K  21,45 21,08 21,68 

L  15,74 15,42 15,94 

M  13,9 13,42 14,33 

N  15,56 15,21 16,22 

O  20,66 20,09 21,21 

P  16,61 16,09 17,21 

 

 

-    Evaluación de la distribución normal de los datos 

Hipótesis nula: los datos presentan distribución normal 

Hipótesis alternativa: los datos no presentan distribución normal 

   

  

  

 

 Prueba de Shapiro – Wilk 

W= 0.95584, Valor p= 0.06856 

 

 

En base al juego de hipótesis se acepta la hipótesis alternativa (valor P > α), por ende, 

se puede decir que los datos no presentaron una distribución normal. Dichos resultados se 

evidenciaron mediante la prueba de Shapiro-Wilk Valor p = 0.06856 y el gráfico Cuartil-

Cuartil los datos se ubicaron de forma aleatoria en relación a la línea de referencia y no siguen 

ninguna tendencia.  
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-    Evaluación del modelo ANOVA 

Hipótesis nula: los tratamientos no presentan diferencia significativa 

Hipótesis alternativa: los tratamientos presentan diferencia significativa 

 

Considerando el juego de hipótesis, se rechaza la hipótesis nula, se acepta la hipótesis 

alternativa (valor P < α), por ende, se puede decir que existe al menos un par de tratamiento 

que difieren entre si (valor P = 2e-16) (Tabla 5). 

 

Análisis de Varianza (ANOVA) para la acidez a las 96 horas.  

  Grados de 

Libertad 

Suma de 

Cuadrados 

Cuadrados 

Medios 

Valor F Valor P 

Tratamientos 15 1003.3 66.88 513.7 2e-16 

Residuos 32 4.2 0.13     

 

Tabla 6. Supuestos del modelo ANOVA para la acidez a las 96 horas.  

 

Independencia Normalidad Homogeneidad de 

varianzas 

Prueba de Durbin-Watson 

DW = 1.43, Valor p = 

0.1201 

Prueba de Shapiro-Wilk 

W = 0.962, Valor p = 0.127 

Prueba de Levene 

Valor p = 0.5153 

 

 

Figura 2. Acidez del ácido láctico evaluado a las 96 h de la fermentación. Tratamiento A (BAL en 

caldo nutritivo, lactosuero sin desproteinizar y sin suplementos, 37 ºC), Tratamiento B (BAL en caldo 

nutritivo, lactosuero desproteinizado y sin suplementos, 37 ºC), Tratamiento C (BAL en caldo nutritivo, 

lactosuero sin desproteinizar y con suplementos, 37 ºC), Tratamiento D (BAL en caldo nutritivo, 

lactosuero desproteinizado y con suplementos, 37 ºC), Tratamiento E (BAL en caldo nutritivo, 

lactosuero sin desproteinizar y sin suplementos, 42 ºC), Tratamiento F (BAL en caldo nutritivo, 

lactosuero desproteinizado y sin suplementos, 42 ºC), Tratamiento G (BAL en caldo nutritivo, 

lactosuero sin desproteinizar y con suplementos, 42 ºC), Tratamiento H (BAL en caldo nutritivo, 

lactosuero desproteinizado y con suplementos, 42 ºC), Tratamiento I (BAL en lactosuero, lactosuero 

sin desproteinizar y sin suplementos, 37 ºC), Tratamiento J (BAL en lactosuero, lactosuero 

desproteinizado y sin suplementos, 37 ºC), Tratamiento K (BAL en lactosuero, lactosuero 

desproteinizado y con suplementos, 37 ºC), Tratamiento L (BAL en lactosuero, lactosuero 
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desproteinizado y con suplementos, 37 ºC), Tratamiento M (BAL en lactosuero, lactosuero sin 

desproteinizar y sin suplementos, 42 ºC), Tratamiento N (BAL en lactosuero, lactosuero 

desproteinizado y sin suplementos, 42 ºC), Tratamiento O (BAL en lactosuero, lactosuero 

desproteinizado y con suplementos, 42 ºC), Tratamiento P (BAL en lactosuero, lactosuero 

desproteinizado y con suplementos, 42 ºC). Los resultados son expresados como promedio del 

porcentaje de acidez (%) ± DS, n = 3. Tratamientos con una letra en común no difieren al 5%, de acuerdo 

con la prueba de DSH de Tukey. 

 

 

 

 

  

Con respecto al análisis estadístico ANOVA, se observó el promedio de la acidez del ácido láctico 

evaluado a las 96 h de fermentación, para los tratamientos K y O la acidez fue 21,40 y 20,65 (%), 

respectivamente. El ANOVA mostró diferencia significativa entre los tratamientos (valor P =2e-16). No 

se presentaron desviaciones severas a los supuestos del modelo (independencia, normalidad y 

homogeneidad de varianzas). Los dos tratamientos antes mencionados lograron la mayor acidez con las 

siguientes condiciones BAL en lactosuero, lactosuero desproteinizado y con suplementos, 37 ºC y BAL 

en lactosuero, lactosuero desproteinizado y con suplementos, 42 ºC, respectivamente. 

 

ANÁLISIS DEL pH A LAS 72 HORAS  

Los datos considerados fueron:  
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Tabla 7. Resultados obtenidos de la medición del pH  a las 72 horas de la fermentación 

Tratamientos Repetición 1 Repetición 2 Repetición 3 

A 2,18 2,26 2,32 

B  2,19 2,27 2,26 

C  2,28 2,34 2,31 

D  2,45 2,40 2,27 

E 2,33 2,34 2,30 

F  2,30 2,33 2,32 

G  2,30 2,38 2,29 

H  2,29 2,28 2,29 

I 2,26 2,34 2,32 

J  2,27 2,31 2,32 

K  2,31 2,21 2,18 

L  2,41 2,37 2,34 

M 2,27 2,21 2,20 

N  2,31 2,34 2,27 

O  2,28 2,29 2,33 

P  2,27 2,26 2,28 

 

-    Evaluación de la distribución normal de los datos 

 

Hipótesis nula: los datos presentan distribución normal 

Hipótesis alternativa: los datos no presentan distribución normal 
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Prueba de Shapiro – Wilk 

W= 0.95854, Valor p= 0.088 

  

 

Considerando el juego de hipótesis se acepta la hipótesis nula (valor P > α), por ende, se puede 

decir que los datos presentaron una distribución normal. Dichos resultados se evidenciaron 

mediante la prueba de Shapiro-Wilk con un Valor p = 0.088 y el gráfico Cuartil-Cuartil los 

datos se ubicaron de forma aleatoria en relación a la línea de referencia y no siguen ninguna 

tendencia. 

 

-    Evaluación del modelo ANOVA 

Hipótesis nula: los tratamientos no presentan diferencia significativa 

Hipótesis alternativa: los tratamientos presentan diferencia significativa 

 

Considerando el juego de hipótesis, se rechaza la hipótesis nula, se acepta la hipótesis 

alternativa (valor P < α), por ende, se puede decir que hay diferencia entre los tratamientos  

(valor P = 0,0137) (Tabla 8). 

 

Tabla 8. Análisis de Varianza (ANOVA) para el pH a las 72 horas.  

  Grados de 

Libertad 

Suma de 

Cuadrados 

Cuadrados 

Medios 

Valor F Valor P 

Tratamientos 15 0.0755 0.0050 2.523 0.0137 

Residuos 32 0.0638 0.0019     

 

Tabla 9. Supuestos del modelo ANOVA para el pH a las 72 horas.  
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Independencia Normalidad Homogeneidad de 

varianzas 

Prueba de Durbin-Watson 

DW = 1.69, Valor p = 0.446 

Prueba de Shapiro-Wilk 

W = 0.983, Valor p = 0.726 

Prueba de Levene 

Valor p = 0.7905 

 

Figura 3. pH del ácido láctico evaluado a las 72 h de la fermentación. Tratamiento A (BAL en caldo 

nutritivo, lactosuero sin desproteinizar y sin suplementos, 37 ºC), Tratamiento B (BAL en caldo 

nutritivo, lactosuero desproteinizado y sin suplementos, 37 ºC), Tratamiento C (BAL en caldo nutritivo, 

lactosuero sin desproteinizar y con suplementos, 37 ºC), Tratamiento D (BAL en caldo nutritivo, 

lactosuero desproteinizado y con suplementos, 37 ºC), Tratamiento E (BAL en caldo nutritivo, 

lactosuero sin desproteinizar y sin suplementos, 42 ºC), Tratamiento F (BAL en caldo nutritivo, 

lactosuero desproteinizado y sin suplementos, 42 ºC), Tratamiento G (BAL en caldo nutritivo, 

lactosuero sin desproteinizar y con suplementos, 42 ºC), Tratamiento H (BAL en caldo nutritivo, 

lactosuero desproteinizado y con suplementos, 42 ºC), Tratamiento I (BAL en lactosuero, lactosuero 

sin desproteinizar y sin suplementos, 37 ºC), Tratamiento J (BAL en lactosuero, lactosuero 

desproteinizado y sin suplementos, 37 ºC), Tratamiento K (BAL en lactosuero, lactosuero  

desproteinizado y con suplementos, 37 ºC), Tratamiento L (BAL en lactosuero, lactosuero 

desproteinizado y con suplementos, 37 ºC), Tratamiento M (BAL en lactosuero, lactosuero sin 

desproteinizar y sin suplementos, 42 ºC), Tratamiento N (BAL en lactosuero, lactosuero 

desproteinizado y sin suplementos, 42 ºC), Tratamiento O (BAL en lactosuero, lactosuero 

desproteinizado y con suplementos, 42 ºC), Tratamiento P (BAL en lactosuero, lactosuero 

desproteinizado y con suplementos, 42 ºC). Los resultados son expresados como promedio del pH ± 

DS, n = 3. Tratamientos con una letra en común no difieren al 5%, de acuerdo con la prueba de DSH 

de Tukey. 

 

 

En base al análisis estadístico ANOVA se observó el promedio del pH del ácido láctico evaluado a las 

72 h de fermentación, para los tratamientos D y L el pH fue 2,37 para ambos. El ANOVA mostró 
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diferencia significativa entre los tratamientos (valor P = 0,0137). No se presentaron desviaciones 

severas a los supuestos del modelo (independencia, normalidad y homogeneidad de varianzas). Los dos 

tratamientos antes mencionados lograron el mayor pH con las siguientes condiciones BAL en caldo 

nutritivo, lactosuero desproteinizado y con suplementos, 37 ºC y BAL en lactosuero, lactosuero 

desproteinizado y con suplementos, 37 ºC, respectivamente. 
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ANÁLISIS DEL pH  A LAS 96 HORAS  

Los datos considerados fueron:  

Tabla 10. Resultados obtenidos de la medición del pH  a las 96 horas de la fermentación 

Tratamientos Repetición 1 Repetición 2 Repetición 3 

A 2,35 2,34 2,30 

B  2,26 2,34 2,17 

C  2,33 2,34 2,35 

D  2,67 2,54 2,51 

E 2,35 2,31 2,30 

F  2,31 2,32 2,36 

G  2,34 2,2,35 2,33 

H  2,32 2,30 2,31 

I 2,29 2,28 2,36 

J  2,33 2,35 2,31 

K  2,37 2,31 2,33 

L  2,39 2,35 2,33 

M 2,29 2,21 2,31 

N  2,40 2,34 2,33 

O  2,33 2,31 2,28 

P 2,32 2,30 2,27 

 

Evaluación de la distribución normal de los datos 

Hipótesis nula: los datos presentan distribución normal 

Hipótesis alternativa: los datos no presentan distribución normal 
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Considerando el juego de hipótesis se acepta la hipótesis alternativa (valor P < α), por ende, se 

puede decir que los datos no presentaron una distribución normal. Dichos resultados se 

evidenciaron mediante la prueba de Shapiro-Wilk Valor p = 1.232e-7 y el gráfico Cuartil-

Cuartil los datos se ubicaron de forma aleatoria en relación a la línea de referencia y no siguen 

ninguna tendencia. 

 

 

 

 

 

 

Prueba de Shapiro – Wilk 

W= 0.7517, Valor p= 1.232e-7 

 

 

 

 

Evaluación de la prueba rangos de Kruskal-Wallis 

Hipótesis nula: los tratamientos no presentan diferencia significativa 

Hipótesis alternativa: los tratamientos presentan diferencia significativa 

 

Considerando el juego de hipótesis, se acepta la hipótesis nula (valor P < α), Valor p=0.045 

Kruskal-wallis chi-

cuadrada= 25.327 

gL= 15 Valor p=0.045 

 

Los rangos medios del pH del ácido láctico evaluados a las 96 h en los diferentes tratamientos no 

difieren significativamente, el tratamiento D presenta el mayor valor de rango medio, siendo este 47. Si 

se relaciona directamente con el promedio del valor del pH para este tratamiento corresponde a 2,57. 

En este contexto, las condiciones experimentales para este tratamiento fueron: método (BAL en caldo 

nutritivo), sustrato (lactosuero desproteinizado y con suplementos), temperatura 37 ºC (Tabla 1). 

Tabla 1: Valores de pH del ácido láctico evaluado a las 96 h 
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Tratamientos Promedio pH Rangos medios Grupos 

D 2.573 47.00 a 

L 2.356 35.83 a 

N 2.356 34.33 a 

C 2.340 31.83 a 

G 2.340 31.83 a 

K 2.336 28.33 a 

A 2.330 26.67 a 

J 2.330 26.50 a 

F 2.330 26.17 a 

E 2.320 21.33 a 

I 2.310 18.17 a 

H 2.310 15.83 a 

O 2.306 15.83 a 

B 2.256 12.00 a 

P 2.296 11.83 a 

M 2.27 8.50 a 

 

Tratamiento A (BAL en caldo nutritivo, lactosuero sin desproteinizar y sin suplementos, 37 ºC), 

Tratamiento B (BAL en caldo nutritivo, lactosuero desproteinizado y sin suplementos, 37 ºC), 

Tratamiento C (BAL en caldo nutritivo, lactosuero sin desproteinizar y con suplementos, 37 ºC), 

Tratamiento D (BAL en caldo nutritivo, lactosuero desproteinizado y con suplementos, 37 ºC), 

Tratamiento E (BAL en caldo nutritivo, lactosuero sin desproteinizar y sin suplementos, 42 ºC), 

Tratamiento F (BAL en caldo nutritivo, lactosuero desproteinizado y sin suplementos, 42 ºC), 

Tratamiento G (BAL en caldo nutritivo, lactosuero sin desproteinizar y con suplementos, 42 ºC), 

Tratamiento H (BAL en caldo nutritivo, lactosuero desproteinizado y con suplementos, 42 ºC), 

Tratamiento I (BAL en lactosuero, lactosuero sin desproteinizar y sin suplementos, 37 ºC), Tratamiento 

J (BAL en lactosuero, lactosuero desproteinizado y sin suplementos, 37 ºC), Tratamiento K (BAL en 

lactosuero, lactosuero sin desproteinizar y con suplementos, 37 ºC), Tratamiento L (BAL en lactosuero, 

lactosuero desproteinizado y con suplementos, 37 ºC), Tratamiento M (BAL en lactosuero, lactosuero 

sin desproteinizar y sin suplementos, 42 ºC), Tratamiento N (BAL en lactosuero, lactosuero 

desproteinizado y sin suplementos, 42 ºC), Tratamiento O (BAL en lactosuero, lactosuero sin 

desproteinizar y con suplementos, 42 ºC), Tratamiento P (BAL en lactosuero, lactosuero 

desproteinizado y con suplementos, 42 ºC). Los resultados son expresados en rangos medios, n = 3. 

Tratamientos con una letra común no difieren a un nivel de 5%, de acuerdo el método de ajuste de 

Holm. 

  

ANÁLISIS ACIDEZ 72 y 96 horas 

 

Tabla 11. Resultados obtenidos del ANÁLISIS ACIDEZ 72 y 96 horas 
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Evaluación de la distribución normal de los datos 

Hipótesis nula: los datos presentan distribución normal 

Hipótesis alternativa: los datos no presentan distribución normal 

  

Considerando el juego de hipótesis se acepta la hipótesis nula (valor P > α), por ende, se puede 

decir que los datos presentaron una distribución normal. Dichos resultados se evidenciaron 

mediante la prueba de Shapiro-Wilk Valor p = 0.936 y el gráfico Cuartil-Cuartil los datos se 

ubicaron de forma aleatoria en relación a la línea de referencia y no siguen ninguna tendencia. 

 

 

 

 

 

 

 

Prueba de Shapiro – Wilk 

W= 0.972, Valor p= 0.936 

  

 

-    Evaluación del modelo ANOVA 

Hipótesis nula: los tratamientos no presentan diferencia significativa 

Hipótesis alternativa: los tratamientos presentan diferencia significativa 

Tratamientos  acidez 

K72h 21.06 

K72h 20.77 

K72h 20.97 

O72h 20.13 

O72h 19.63 

O72h 20.51 

K96h 21.45 

K96h 21.08 

K96h 21.68 

O96h 20.66 

O96h 20.09 

O96h 21.21 
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Considerando el juego de hipótesis, se rechaza la hipótesis nula, se acepta la hipótesis 

alternativa (valor P < α), por ende, se puede decir que existe al menos un par de tratamiento 

que difieren entre si (valor P = 0.02) (Tabla 11). 

 

Análisis de Varianza (ANOVA) para la acidez a las 72 y 96 horas.  

  Grados de 

Libertad 

Suma de 

Cuadrados 

Cuadrados 

Medios 

Valor F Valor P 

Tratamientos 3 2.71 0.90 5.81 0.02 

Residuos 8 1.24 0.15     

 

Tabla 12. Supuestos del modelo ANOVA para la acidez a las 72 y 96 horas.  

 

Independencia Normalidad Homogeneidad de 

varianzas 

Prueba de Durbin-Watson 

DW = 2.76, Valor p = 0.60 

Prueba de Shapiro-Wilk 

W = 0.96, Valor p = 0.86 

Prueba de Levene 

Valor p = 0.53 

 

Figura 4. Acidez del ácido láctico evaluado a las 72 y 96 h de la fermentación. Tratamiento K (BAL 

en lactosuero, lactosuero sin desproteinizar y con suplementos, 37 ºC), Tratamiento O (BAL en 

lactosuero, lactosuero sin desproteinizar y con suplementos, 42 ºC). Los resultados son expresados 

como promedio del porcentaje de acidez (%) ± DS, n = 3. Tratamientos con una letra en común no 

difieren al 5%, de acuerdo con la prueba de DSH de Tukey 
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Se observó mediante el análisis estadístico ANOVA el promedio de la acidez del ácido láctico 

evaluado a las 72 y 96 h de fermentación, para el tratamiento K96h la acidez fue 21,40 (%). El 

ANOVA mostró diferencia significativa entre los tratamientos (valor P =0,0208). No se 

presentaron desviaciones severas a los supuestos del modelo (independencia, normalidad y 

homogeneidad de varianzas). El tratamiento antes mencionado logró la mayor acidez con las 

siguientes condiciones BAL en lactosuero, lactosuero sin desproteinizar y con suplementos, 37 

ºC evaluado a las 96 h. 

 

ANÁLISIS pH 72 y 96 horas 

 

Tabla 11. Resultados obtenidos del pH a las 72 y 96 horas 

 

 

 

 

Evaluación de la distribución normal 

de los datos 

 

Hipótesis nula: los datos presentan distribución normal 

Hipótesis alternativa: los datos no presentan 

distribución normal 

 

  

Considerando el juego de hipótesis se acepta la hipótesis nula (valor P > α), por ende, se puede 

decir que los datos presentaron una distribución normal. Dichos resultados se evidenciaron 

Tratamientos Ph 

D72h 2.45 

D72h 2.4 

D72h 2.27 

L72h 2.41 

L72h 2.37 

L72h 2.34 

D96h 2.67 

D96h 2.54 

D96h 2.51 

L96h 2.39 

L96h 2.35 

L96h 2.33 
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mediante la prueba de Shapiro-Wilk Valor p = 0.30 y el gráfico Cuartil-Cuartil los datos se 

ubicaron de forma aleatoria en relación a la línea de referencia y no siguen ninguna tendencia 

 

 

 

 

 

Prueba de Shapiro – Wilk 

W= 0.922, Valor p= 0.30 

  

 

-    Evaluación del modelo ANOVA 

Hipótesis nula: los tratamientos no presentan diferencia significativa 

Hipótesis alternativa: los tratamientos presentan diferencia significativa 

Considerando el juego de hipótesis, se rechaza la hipótesis nula, se acepta la hipótesis 

alternativa (valor P < α), por ende, se puede decir que existe al menos un par de tratamiento 

que difieren entre si (valor P = 0.01) (Tabla 12). 

 

Análisis de Varianza (ANOVA) para el pH a las 72 y 96 horas.  

  Grados de 

Libertad 

Suma de 

Cuadrados 

Cuadrados 

Medios 

Valor F Valor P 

Tratamientos 3 0.09 0.04 7.07 0.01 

Residuos 8 10.03 0.004     

 

Tabla 13. Supuestos del modelo ANOVA para el pH a las 72 y 96 horas.  

Independencia Normalidad Homogeneidad de 

varianzas 

Prueba de Durbin-Watson 

DW = 2.42, Valor p = 0.84 

Prueba de Shapiro-Wilk 

W = 0.98, Valor p = 0.98 

Prueba de Levene 

Valor p = 0.68 
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Figura 5. pH del ácido láctico evaluado a las 72 y 96 h de la fermentación. Tratamiento D (BAL en 

caldo nutritivo, lactosuero desproteinizado y con suplementos), Tratamiento L (BAL en lactosuero, 

lactosuero desproteinizado y con suplementos, 37 ºC). Los resultados son expresados como promedio 

del porcentaje de acidez (%) ± DS, n = 3. Tratamientos con una letra en común no difieren al 5%, de 

acuerdo con la prueba de DSH de Tukey. 

 

 

 

Se observó el promedio del pH del ácido láctico evaluado a las 72 h y 96 h de fermentación, para el 

tratamiento D96h el pH fue 2,57. El ANOVA mostró diferencia significativa entre los tratamientos 

(valor P = 0,0122). No se presentaron desviaciones severas a los supuestos del modelo (independencia, 

normalidad y homogeneidad de varianzas). El tratamiento antes mencionado logró el mayor pH con las 

siguientes condiciones BAL en caldo nutritivo, lactosuero desproteinizado y con suplementos evaluado 

a las 96 h. 
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CAPÍTULO 5  

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES  

5.1 CONCLUSIONES 

 

● Se determinó que los parámetros fisicoquímicos del lactosuero presentaron valores de 

pH  de 6,20 - 6,68, y de acidez: 0,17 - 0,35, los cuales son establecidos como favorables 

por la Norma INEN 2594: 2011. Requerimientos necesarios en los cuales las bacterias 

ácido lácticas pueden llevar a cabo las rutas metabólicas en la vía fermentativa para la 

producción de ácido láctico. 

 

● Se obtuvo ácido láctico bajo las condiciones del proceso fermentativo mismas que 

influyeron en la obtención del ácido láctico, cumpliendo así con el objetivo e hipótesis 

establecida en esta investigación, utilizando las cepas BAL, de acuerdo a los resultados 

más relevantes de la presente investigación, para obtener "mayor producción" de ácido 

láctico se requirió que el lactosuero este desproteinizado y suplementado con extracto 

de levadura y Fosfato de amonio, se incubó a una temperatura de 37ºC  y se evaluó su 

producción a las 96 h, con este tiempo se obtuvo un incremento mayor de las bacterias,  

además, el método BAL en lactosuero es una condición favorable en este proceso. Se 

comprobó su eficacia mediante análisis fisicoquímicos, como es el de pH y acidez.  

 

● A través de la cuantificación del porcentaje de acidez y pH expresado como ácido 

láctico, se comprobó que el enriquecimiento del medio con extracto de levadura y 

fosfato de amonio, así como también la desproteinización del lactosuero, favorecieron 

en la actividad metabólica y crecimiento durante la fermentación de las bacterias ácido 

lácticas Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis y 
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Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus, generando un mayor rendimiento para la 

producción de ácido láctico,  se presentó a las 96 horas  . El proceso de fermentación 

sucedió a 37ºC con un pH inicial de 6. Los valores de % de acidez titulable de 2,31 a 

6,91%.  

 

 

● Se verificó la eficacia del proceso propuesto mediante FTIR, dando espectros similares 

a los del ácido láctico comercial. En los espectros comparados con la curva de ácido 

láctico comercial y los espectros obtenidos en el proceso, evidencian la presencia de 

ácido láctico con sus grupos funcionales, se evidenció bandas elevadas a 3489 y 2998 

cm-1 correspondientes al OH, banda a 2948 cm-1 tensión del CH3, 1735 y 1129 cm-1 

tensión de enlaces C=O y C=O, mismas que pertenecen al ácido láctico.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.2 RECOMENDACIONES  

● Se recomienda trabajar con lactosuero fresco con un pH de 6 a 6,5 así como lo detalla 

la Norma INEN, para así evitar acidificación, descomposición o contaminación del 

lactosuero. El tiempo máximo de vida útil del lactosuero en refrigeración es de 5 días.  
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● Se propone realizar controles exhaustivos del proceso en sí, para así evitar 

contaminaciones, ya que estos son sensibles y susceptibles a ser atacados por virus u 

hongos que pueden presentarse a su alrededor, esto conlleva la muerte de las bacterias 

y una pérdida en el proceso.  

 

● Se recomienda sembrar las bacterias en lactosuero, o en leche, ya que esto favorece su 

crecimiento y propagación, al ser bacterias ácido lácticas este medio les brinda un 

medio rico en nutrientes, y se puede obtener mayor porcentaje de ácido láctico. Este 

medio aparte de ser efectivo es de bajo costo y su obtención es fácil.  

 

● Se recomienda trabajar con materiales completamente esterilizados, en zonas asépticas 

para evitar contaminaciones. Así también se propone que los medios, preparación de 

inóculos se hagan con un día de anticipación, no se recomienda almacenar los medios 

o los sustratos por un tiempo prolongado ya que pierden efectividad, se busca conservar 

en su mayoría sus nutrientes para favorecer el proceso.  
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ANEXOS  

 Anexo 1. Descripción del producto CHOOZIT 800 

 

 



103 

 

Anexo 2. Norma INEN 0013 Acidez titulable 
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Anexo 3. Requisitos de la Norma INEN 2594  

 

 

 

Equipo de medición de pH 
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Anexo 4. Reportes de los espectros obtenidos.  
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Análisis estadísticos  

ANEXO 5. Acidez 42 ºC a 72 horas 

Datos recopilados en las tablas de EXCEL de medios de cultivo, pH, acidez, Temperaturas y 

tiempos. 
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Figura 1. Matriz original de datos.  

 

 

 

Figura 1. Acidez del ácido láctico evaluado a las 72 h de la fermentación. Tratamiento A (BAL en 

caldo nutritivo, lactosuero sin desproteinizar y sin suplementos, 37 ºC), Tratamiento B (BAL en caldo 

nutritivo, lactosuero desproteinizado y sin suplementos, 37 ºC), Tratamiento C (BAL en caldo nutritivo, 

lactosuero sin desproteinizar y con suplementos, 37 ºC), Tratamiento D (BAL en caldo nutritivo, 

lactosuero desproteinizado y con suplementos, 37 ºC), Tratamiento E (BAL en caldo nutritivo, 
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lactosuero sin desproteinizar y sin suplementos, 42 ºC), Tratamiento F (BAL en caldo nutritivo, 

lactosuero desproteinizado y sin suplementos, 42 ºC), Tratamiento G (BAL en caldo nutritivo, 

lactosuero sin desproteinizar y con suplementos, 42 ºC), Tratamiento H (BAL en caldo nutritivo, 

lactosuero desproteinizado y con suplementos, 42 ºC), Tratamiento I (BAL en lactosuero, lactosuero 

sin desproteinizar y sin suplementos, 37 ºC), Tratamiento J (BAL en lactosuero, lactosuero 

desproteinizado y sin suplementos, 37 ºC), Tratamiento K (BAL en lactosuero, lactosuero 

desproteinizado y con suplementos, 37 ºC), Tratamiento L (BAL en lactosuero, lactosuero 

desproteinizado y con suplementos, 37 ºC), Tratamiento M (BAL en lactosuero, lactosuero sin 

desproteinizar y sin suplementos, 42 ºC), Tratamiento N (BAL en lactosuero, lactosuero 

desproteinizado y sin suplementos, 42 ºC), Tratamiento O (BAL en lactosuero, lactosuero 

desproteinizado y con suplementos, 42 ºC), Tratamiento P (BAL en lactosuero, lactosuero 

desproteinizado y con suplementos, 42 ºC).  

 

Acidez 42ºC: 

 

 

DIAGRAMA DE CAJA Y BIGOTES: 

 

 

 

 

 

 

 

 

Diagrama de caja y bigotes 
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Anexo 9:  ANÁLISIS pH 72 horas 

 

ttos pH72h 

A 2.18 

B 2.19 

C 2.28 

D 2.45 

E 2.33 

F 2.3 

G 2.3 

H 2.29 

I 2.26 

J 2.27 

K 2.31 

L 2.41 

M 2.27 

N 2.31 

O 2.28 

P 2.27 

A 2.26 

B 2.27 

C 2.34 

D 2.4 

E 2.34 

F 2.33 

G 2.38 

H 2.28 

I 2.34 

J 2.31 

K 2.21 

L 2.37 

M 2.21 

N 2.34 

O 2.29 
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P 2.26 

A 2.32 

B 2.26 

C 2.31 

D 2.27 

E 2.3 

F 2.32 

G 2.29 

H 2.29 

I 2.32 

J 2.32 

K 2.18 

L 2.34 

M 2.3 

N 2.27 

O 2.33 

P 2.28 

 

 

 

Diagrama de caja y bigotes 

 

 
 

 

 

 

Anexo.10  ANÁLISIS ACIDEZ 72 y 96 horas 

 

ttos acidez 

K72h 21.06 

K72h 20.77 

K72h 20.97 
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O72h 20.13 

O72h 19.63 

O72h 20.51 

K96h 21.45 

K96h 21.08 

K96h 21.68 

O96h 20.66 

O96h 20.09 

O96h 21.21 

  

 

Diagrama de caja y bigotes 

 

 

 
   

ANEXO 10.  ANÁLISIS pH 72 y 96 horas 

  

Tratamientos Ph 

D72h 2.45 

D72h 2.4 

D72h 2.27 

L72h 2.41 

L72h 2.37 

L72h 2.34 

D96h 2.67 

D96h 2.54 

D96h 2.51 

L96h 2.39 

L96h 2.35 

L96h 2.33 

  

 

Diagrama de caja y bigotes 
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ANEXO M 

PROCEDIMIENTO COMPLETO DE LA OBTENCIÓN DE ÁCIDO LÁCTICO  

 

ANEXO 1. Pasteurización del lactosuero  

A: Pasteurización 

 

 B: Centrifugación 

 

 C: Filtración 

  

D: Refrigeración 
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ANEXO 2. Análisis físico químico del Lactosuero  

 

A: Acidez  

 

B: pH 

  

 

 

ANEXO 3. Preparación de los medios de cultivo  

 

A: Preparación del Caldo 

Nutritivo. (seguir sugerencias 

del fabricante).  

 

   B: Caldo Nutritivo 

 

C: Suero de leche, es necesario 

calentarlo a temperaturas de 80 a 

90ºC para eliminar cualquier 

microorganismo que pueda afectar 

en el proceso.  
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ANEXO 4. Suplementación de los extractos al Lactosuero 

 

A: Extracto de levadura 

 

B: NH₄H₂PO₄, Fosfato de 

amonio 

 

C: Medios con sus 

respectivos suplementos. 
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ANEXO 5. Inoculación de las bacterias y fermentación.  

 

A: Bacterias y medios de 

cultivo.  

 

B: Incubadora con la 

temperatura de 37ºC 

 

C: Incubadora con la 

temperatura de 42ºC. 

  

D: Medios.  

    

 

 

 

 

 

 

ANEXO 6. Extracción de ácido láctico 
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A: Filtrado al vacío 

 

 B: Destilación  

 

 C: Producto obtenido 

 

 

ANEXO 7. Caracterización del ácido láctico por acidez titulable y pH.  

 

A: Acidez Titulable 

 

B: Determinación de pH.  
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