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Resumen
     Se ha ensayado a escala de laboratorio la cepa Lactobacillus plantarum L10, para la producción 
de ácido láctico en cultivos batch y continuo; además se ha optimizado la composición del medio 
y las condiciones de cultivo para este propósito. Los mejores parámetros de producción de ácido 
láctico encontrados en cultivo batch fueron los siguientes: YP/S 86,1%; PP 5,4 g/L/h; unido a YX/S 
13,2%; PX 1,2 g/L/h y µ = 0,2 h-1, el cultivo se ha llevado a cabo en un medio conteniendo glucosa 
70 g/L; extracto de levadura 12,1 g/L; KH2PO4 1,2 g/L; (NH4)2HPO4 1,2 g/L; citrato de amonio 3,0 
g/L; MgSO4. 7H2O 0,3 g/L y MnSO4. 4H2O 0,03 g/L. Así mismo los mejores parámetros de produc-
ción de ácido láctico encontrados en cultivo continuo fueron los siguientes: YP/S 96%; P´P 6,0 g/L/h; 
unido a YX/S 19 %; P´X 1,2 g/L/h; y tasa de dilución (D) 0,46 h-1.

Palabras clave: Bacterias lácticas, Lactobacillus plantarum, cultivo batch, cultivo continuo, qui-
miostato, ácido láctico.

Abstract
     Strain of Lactobacillus plantarum L10 was tested at laboratory scale, in order to evaluate the 
production of lactic acid on batch and continuous cultivation. Furthermore, optimization of culture 
medium and cultivation conditions were carried out too. The best parameters obtained for lactic acid 
production on batch cultivation were: YP/S 86,1%; PP 5,4 g/L/h; joined to YX/S 13,2%; PX 1,2 g/L/h and 
µ = 0,2 h-1, the medium composition was as follows: glucose 70 g/L; yeast extract 12,1 g/L; KH2PO4 
1,2 g/L; (NH4)2HPO4 1,2 g/L; ammonium citrate 3,0 g/L; MgSO4. 7H2O 0,3 g/L and MnSO4. 4H2O 
0,03 g/L. Respecting to continuous cultivation the best parameters obtained for production of lactic 
acid were: YP/S 96%; P´P 6,0 g/L/h; joined to YX/S 19%; P´X 1,2 g/L/h; and dilution rate (D) 0,46 h-1.

Keywords: Lactic bacteria, Lactobacillus plantarum, batch cultivation, continuous cultivation, 
chemostat, lactic acid. 

Introducción
El ácido láctico es de amplio uso en la industria; debido a sus 

características benéficas, se utiliza en la industria alimentaria (en 
bebidas y como conservante), en farmacia, medicina, textileria, 
en la industria del cuero y para la producción de plásticos bio-
degradables (Lederberg, 1992). El Food Chemical Codex en el 
año 1996 especifica el uso del acido láctico en alimentos con 
una pureza del 88%.

El ácido láctico se puede obtener por síntesis química ó por vía 
fermentativa. En la actualidad se prefiere la vía fermentativa, debido 
a la necesidad de obtener ácido láctico opticamente puro (Goksungur 
y Guvenc, 1999; Szabo y Kirisci, 1998). La principal desventaja de la 
producción por la vía fermentativa es el alto costo que ocasionan su 
aislamiento y purificación, por esta razón las investigaciones se han 
enfocado en la disminución del costo de producción e incrementar 
la pureza óptica del ácido láctico.

Los factores limitantes en la producción de ácido láctico por 
la vía fermentativa son principalmente, la baja concentración de 
bacterias lácticas en el sistema y la inhibición del crecimiento por 
el producto (Monteagudo y Aldavero, 1999; Kulozik, 1998). 

Las bacterias lácticas están conformadas por un amplio grupo 
de bacterias no esporuladas, Gram positivas y que metabolizan 
un amplio rango de azúcares para producir principalmente 
ácido láctico (Holt et al., 1998; Herrero et al., 1996). Debido al 
gran número de bacterias lácticas sólo son de interés los géneros 
altamente productores de ácido láctico. Para la producción 
industrial de ácido láctico son de mayor importancia las 

bacterias lácticas homofermentativas, aquellas que sólo producen 
ácido láctico (Gonzáles et al., 2000; Foo et al., 1993). Los 
mayores productores de ácido láctico pertenecen a las familias 
Streptococcaceae (géneros Streptococcus, Lactococcus, Leuconostoc, 
Pediococcus, Aerobacter y Gemella) y Lactobacillaceae (género 
Lactobacillus), (Ben Amor et al., 2007; Foo et al., 1993).

El género Lactobacillus está comprendida por bacterias en for-
ma bacilar de 0,5 – 1,2 x 1,0 – 10,0 µm, comúnmente se asocian 
en cadenas cortas, son anaerobias facultativas ó microaerófilas, ca-
talasa y citocromo negativos (Foo et al., 1993). Excepcionalmente 
pueden poseer motilidad, se mueven ayudados por flagelos 
peritricos. Los lactobacilos son auxótrofos quimioorganotróficos, 
necesitan medios complejos para su crecimiento, degradan 
la sacarosa para producir lactato. La temperatura óptima de 
crecimiento de los lactobacilos está entre 30 – 40 °C (Foo 
et al., 1993; Morishita et al., 1981).  Su habitat natural es 
variado pudiéndolos encontrar en el aparato gastrointestinal de 
mamíferos y aves, incluyen alimentos de origen vegetal y animal 
(Callon et al., 2004; Holt et al., 1998).

El presente trabajo de investigación tiene como objetivo 
optimizar la producción de ácido láctico utilizando Lactobacil-
lus plantarum L10 cultivado en sistemas batch y continuo, así 
como también optimizar la composición del medio de fermen-
tación para facilitar el proceso de aislamiento y purificación del 
producto. 

Metabolismo de hexosas

La fermentación de hexosas se realiza por tres vías 
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metabólicas principales (Fig. 1) (Kandler, 1983). Los lactobacilos 
homofermentativos como son estreptococos y pediococos 
utilizan la vía de glucosa EMP, y se caracterizan por degradar 
fructosa –1,6–difosfato aldosa en dos triosasfosfatos, los cuales 
son convertidos en lactato (Kandler, 1983; Hiyama et al., 1968).  
Teóricamente esta vía origina a partir de un mol de glucosa, dos 
moles de lactato. Sin embargo, el rendimiento real a condiciones de 
laboratorio e incluso de operación es de aproximadamente el 90% 
del rendimiento teórico (Bruno–Bárcena et al., 1999; Akeberg et al., 
1998). Algunas especies del género Lactobacillus son heterofermenta-
tivos facultativos; en condiciones de anaerobiosis y microaerobiosis 
se comportan como homofermentativos, y en condiciones aeróbicas 
forman además de ácido láctico, ácido acético, acetoina y peroxido 
de hidrógeno (Li et al., 2006; Porro et al., 1999).

Las bacterias heterofermentativas obligadas como por ejemplo 
el género Leuconostoc, oxidan la glucosa – 6 – fosfato a 6 – fos-
fogluconato. El producto final de su metabolismo es una mezcla 
equimolar de lactato, CO2 y etanol ó acetato (Kandler, 1983).

Materiales y métodos
Microorganismo utilizado

Para los ensayos de cultivo batch y continuo se utilizó la cepa 
Lactobacillus plantarum L10, adquirida del Instituto de Tecnología 
de Leche y Grasa de la Facultad de Tecnología de Alimentos de la 
Universidad Tecnología Química de Praga, República Checa.

Conservación de la cepa

La cepa Lactobacillus plantarum L10 se conservó a una tem-
peratura de –80 °C en una cámara de congelación profunda. 
El medio de conservación estuvo compuesto de 2/3 partes de 
suspensión de bacterias lácticas en medio MRS y de 1/3 parte 
de glicerol como crioprotector. Las células en suspensión se 
colectaron en la fase exponencial de su crecimiento.

Composición del medio de cultivo

Los medios de cultivo para los ensayos de cultivo batch y con-
tinuo estuvieron compuestos de glucosa como fuente de carbono, 
extracto de levadura como fuente compleja de nitrógeno y sales. 
El pH de los medios se ajustó a 5,8. Los medios con más de 40 
g/L de glucosa se esterilizaron por separado tanto la fuente de 
carbono como la fuente de aminoácidos (extracto de levadura), 
a fin de proteger de la posible reacción de Maillard. Para los en-
sayos de cultivo batch se utilizó medios de cultivo con diferentes 
concentraciones de nutrientes, en algunos de ellos se adicionó 
menos cantidad de sales de manganeso (ver Tabla 1). 

Uno de los objetivos de la investigación ha sido optimizar 
la composición del medio de cultivo para facilitar el proceso 
de aislamiento y purificación del producto final, esto implicó 
disminuir el contenido de sales en la composición de los medios 
de cultivo y por otra parte se buscó minimizar el contenido 

Glucosa

Fructosa – 6 – P 
Glucosa – 6 – P 

Fructosa – 1,6 – P

Triosa – 3 – P 

Piruvato

Lactato

6 – P – gluconato

Xilulosa – 5 – P + CO 2

Acetil – P + Eritrosa – 4 – P

Acetato

Triosa –  3 – P + Acetil – P 
Fosfocetolasa

Heptosa – P + Pentosa – P 

Acetil – P + Triosa –  3 – P

Piruvato

Lactato

Piruvato

Lactato Acetato (Etanol)

ADP

ATP

ADP

ATP

ADP
ATP

Figura 1. Vías metabólicas en la fermentación de hexosas por bacterias lácticas (Kandler, 1983).

Componentes (g/L)
Medios para Cultivo Batch Medios para Cultivo Continuo

Medio I Medio II Medio III Medio IV Medio V Medio VI

Glucosa 80 80 80 70 70 40
Extracto de levadura 9,1 12,1 12,1 12,1 12,1 5,3
KH2PO4 3 3 3 1,2 3 2,6
(NH4)2HPO4 0 0 0 1,2 0 0
CH3COONa.3H2O 7,5 7,5 7,5 0 7,5 6,6
Citrato de amonio 3 3 3 3 3 2,6
Mg.SO4. 7H2O 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,24

MnSO4. 4H2O 0 0 0,03 0,03 0,03 0,02

Tabla 1. Composición química de los medios de cultivo utilizados en los ensayos con Lactobacillus plantarum L10 en cultivo 
batch y continuo.
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de glucosa residual en el producto final. En el medio V por 
esta razón se disminuyó el contenido de KH2PO4 para agregar 
(NH4)2HPO4 (compuesto menos ácido) y a la vez eliminar la 
adición de acetato de sodio. Así mismo, para los ensayos de 
cultivo continuo en quimiostato se utilizó un medio de cultivo 
con menos concentración en sales para facilitar el aislamiento y 
purificación del producto final (ver Tabla 1).

Esterilización de equipos 

Para eliminar el riesgo de contaminación se esterilizaron 
los medios de cultivo, el biorreactor y otros accesorios (tubos 
capilares, mangueras, embudos, etc.). La esterilización se realizó 
en autoclave a presión de 0,1 MPa, y 120 °C. Los volúmenes 
pequeños se esterilizaron durante 20 minutos, y los volúmenes 
grandes y el biorreactor se esterilizaron durante 45 minutos.

Biorreactor y accesorios

Todos los ensayos de cultivo se realizaron en un biorreactor 
de dos litros (B. Braun Biotech Internacional, Alemania), el 
cual estuvo conectado a una unidad de medición y regulación 
micro – DCU – 300. El biorreactor estuvo provisto también de 
un agitador de turbina con empaquetaduras mecánicas hermé-
ticas y una unidad de regulación MCU – 200, la cual estuvo 
provista de tres bombas peristálticas, dos de ellas se usaban para 
regular el pH, el tercero para la alimentación con algún sustrato 
ó agente antiespumante. En los ensayos, el pH se reguló on line 
con soluciones de NaOH y H2SO4  al 20 %v/v. Para la aireación 
del medio de fermentación, el biorreactor estuvo provisto de 
un conducto que transportaba aire estéril hacia su interior. La 
temperatura se controló mediante una sonda que se sumerge en 
el medio de cultivo dentro del biorreactor. Todos los procesos 
de cultivo han sido monitoreados ayudado de un software que 
a la vez coleccionaba los datos en una computadora conectada a 
la unidad de medición del biorreactor.

Métodos de cultivo
Preparación del inóculo

La propagación de las bacterias lácticas se llevó a cabo en 
cultivo estático a 37 °C durante 10–12 horas, luego de ello se 
inoculó en el biorreactor. El inóculo se preparó en dos vasos 
Erlenmeyer de 250 mL conteniendo en cada uno 100 mL de 
medio de cultivo MRS (52,2 g/L tal como es recomendado por 
el proveedor). El biorreactor conteniendo dos litros de medio de 
cultivo se inoculó asépticamente con 200 mL de inóculo.

Cultivo batch

Se llevaron a cabo siete ensayos de cultivo batch en biorreactor 
con un volumen de trabajo de 2200 mL (2000 mL de medio 
de cultivo y 200 mL de inóculo). Los ensayos BI, BII y BIII se 
llevaron a cabo sin aireación, utilizando los medios de cultivo 
I, II y IV respectivamente (ver Tabla 2). Los ensayos BIV, BV 
y BVI se airearon durante dos horas (flujo de aire 50 L/h) y se 
cultivaron en los medios II, III y IV. En el caso del cultivo BVII, 
se burbujeó con nitrógeno gaseoso (flujo 25 L/h) durante ocho 
horas y se utilizó el medio de cultivo II. En todos los cultivos se 
determinaron los coeficientes de rendimiento de biomasa (YX/S) 
y ácido láctico (YP/S) por sustrato consumido; así como también 
la productividad volumétrica de biomasa (PX) y ácido láctico 
(PP) en la fase exponencial del crecimiento. Además se determinó 
la conversión de sustrato (C%) y la velocidad de crecimiento 

específico (µ). Todos los cultivos se llevaron a cabo a 37 °C, pH 
5,8; y a velocidad de agitación de 500 rpm.

Cultivo continuo en quimiostato

Se realizaron seis ensayos de cultivo continuo en régimen de 
quimiostato en biorreactor a diferentes tasas de dilución (D). 
Las tasas de dilución ensayadas fueron las siguientes; para el 
cultivo CI (0,16 h-1); cultivo CII (0,20 h-1); cultivo CIII (0,08 
h-1) cultivo CIV (0,3 h-1); cultivo CV (0,46 h-1) y para el cultivo 
CVI (0,51 h-1) respectivamente (ver Tabla 3). Todos los cultivos 
se iniciaron como cultivo batch utilizando el medio V; luego 
de 10 horas (cultivos CI, CII), 9 horas (cultivos CIII, CIV) y 8 
horas (cultivos CV, CVI), cuando los cultivos alcanzaron la fase 
exponencial de crecimiento se comenzó a suministrar el medio VI 
y evacuar la misma cantidad de medio fermentado para mantener 
el volumen constante en el biorreactor. Los cultivos batch para 
los ensayos CI y CII se airearon durante las dos primeras horas 
(flujo de aire 50 L/h). Los demás cultivos se realizaron sin aire-
ación. En todos los cultivos se determinaron los coeficientes de 
rendimiento de biomasa (YX/S) y ácido láctico (YP/S) por sustrato 
consumido; así como también la productividad volumétrica de 
biomasa (P´X) y ácido láctico (P´P) en el estado de equilibrio en 
el quimiostato. Además se determinó la conversión de sustrato 
(C%). Todos los cultivos se llevaron a cabo a 37 °C, pH 5,8; y a 
velocidad de agitación de 500 rpm.

Para determinar los coeficientes de rendimiento y la produc-
tividad volumétrica fue necesario alcanzar el estado de equilibrio. 
El estado de equilibrio se consideró cuando los valores evaluados 
(concentración de ácido láctico, glucosa y biomasa seca) no se 
modificaron significativamente al realizar dos mediciones consec-
utivas. El diagrama del quimiostato se muestra en la figura 2.

Métodos analíticos
Obtención de muestras

En los ensayos de cultivo batch las muestras se colectaron 
cada dos horas. El volumen mínimo de muestra colectada fue 
10 mL. Cuando el crecimiento alcanzó la fase exponencial, se 
produjo gran cantidad de ácido láctico en el biorreactor, el cual 
se neutralizó con la adición de NaOH al 20%v/v. En los ensayos 

2

SN O2
T

pH

Medio fermentado 

Válvula

Medio
fermentado
Biomasa,
Glucosa

Medio VI

1

20% v/v H2SO4

20% v/v NaOH

1

Figura 2. Esquema de un quimiostato. 1: biorreactor; 2: res-
ervorio de medio de cultivo; SN: sonda de nivel; O2: electrodo 
de medición de oxígeno disuelto; pH: electrodo de medición 
de pH; T: termómetro.
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de cultivo continuo en quimiostato (CI, CII y CIII), las muestras 
conteniendo biomasa se colectaron cada dos horas.

En cada muestra colectada se determinó el contenido de bio-
masa seca, concentración de glucosa y concentración de lactato. 
La concentración de lactato luego se convirtió a su equivalente 
en ácido láctico.

Determinación de glucosa y ácido láctico

La concentración de glucosa y lactato de sodio se determinaron 
por HPLC. Para realizar el análisis fue necesario que las muestras 
colectadas estuvieran libres de células y otros compuestos en 
suspensión. El equipo utilizado estuvo provisto de un detector 
de índice de refracción. El HPLC estuvo conectado además a 
una computadora para la adquisición de datos. Para la evaluación 
de los datos obtenidos, se utilizó el programa Chromatography 
Station for Windows (CSW). Las concentraciones de glucosa 
y lactato se calcularon finalmente utilizando las curvas de cali-
bración de cada compuesto, las cuales han sido determinados 
previamente en el laboratorio.

Resultados y discusión 
Cultivo batch

Los ensayos de cultivo batch se llevaron a cabo con el objetivo 
de evaluar las condiciones óptimas de cultivo y a la vez optimizar 
la composición del medio de cultivo para facilitar el aislamiento 
y purificación del ácido láctico, esto se consiguió disminuyendo 
el contenido de fosfato y otras sales en el medio, el cultivo BIII 
tuvo éxito en este propósito. Los parámetros determinados se 
muestran en la Tabla 2.

Se evaluaron también la influencia de la aireación, la concen-
tración de glucosa en el medio de cultivo, el contenido de extracto 
de levadura y de la adición de sales de manganeso.

Los resultados muestran que en los cultivos BI y BII no hubo 
una conversión completa del sustrato comparado con los cultivos 
BIII, BV y BVI. Por otro lado, al airear las dos primeras horas el 
cultivo BIV, el sistema mostró en promedio valores bajos en los 
parámetros evaluados. En el caso del cultivo BVII, al sistema se 
suministró nitrógeno gaseoso durante las primeras ocho horas de 
cultivo con la finalidad de mantener un estado completamente 
anaerobio, como resultado este cultivo mostró los peores parámet-
ros de producción de ácido láctico. La adición de poca cantidad de 
sales de manganeso al medio de cultivo mejoró acentuadamente 
su desarrollo y la conversión de substrato alcanzó el 100%.

El ensayo BIII se realizó en un medio de cultivo con menor 
contenido de KH2PO4, sin adición de acetato de sodio (medio 
IV), y sin aireación; el desarrollo de este cultivo fue similar en 
tiempo al cultivo BVI, sin embargo los parámetros de cultivo 
obtenidos fueron moderadamente diferentes. El medio de cultivo 
IV podría ensayarse en sistemas continuos, e inclusive sería de 
interés ensayarlo con un contenido menor en sales.

La mejor productividad volumétrica de ácido láctico en la 
fase exponencial de crecimiento se consiguió en el cultivo BII. 
La mejor productividad de biomasa se observó en el cultivo BVI, 
el cual ha sido aireado durante dos horas. El mejor rendimiento 
en ácido láctico por sustrato consumido (89,3%) y biomasa 
(18,5%) se observó en los cultivos BI y BIII respectivamente. 
La conversión completa de glucosa se observó en los cultivos 
BV, BVI y BIII, y la mayor velocidad específica de crecimiento 
en la fase exponencial (µ= 0.2 h-1),  se observó en los cultivos 
BIII y BVI.

De todos los ensayos realizados, con el cultivo BVI se ha con-
seguido los mejores resultados esto es; una mayor productividad 
de biomasa (1,2 g/L/h), alta productividad de ácido láctico (5,4 
g/L/h) unido a un alto rendimiento en biomasa y ácido láctico 
(13,2 y 86,1%) y una conversión completa de la glucosa.

Cultivo continuo en quimiostato

Los ensayos de cultivo continuo se llevaron a cabo en 
quimiostato a diferentes tasas de dilución. Los parámetros de 
cultivo se muestran en la Tabla 3. El objetivo de estos ensayos 
ha sido evaluar los parámetros de productividad del sistema a 
diferentes tasas de dilución (D). La conversión completa del 
sustrato se consiguió a la menor tasa de dilución 0,08 h-1. El 
mayor rendimiento de ácido láctico por sustrato consumido se 
consiguió a la tasa de dilución 0,51 h-1; a esta tasa de dilución 
también se obtuvo el mayor rendimiento de biomasa por sustrato 
consumido (21%). La productividad de ácido láctico (6 g/L/h) 
y de biomasa (1,2 g/L/h) alcanzó el máximo valor a la tasa de 
dilución de 0,46 h-1.

Conclusión
Una de las principales conclusiones de este trabajo de inves-

tigación es la influencia esencial que tiene la presencia de iones 
de manganeso en la formación de ácido láctico y biomasa en 
cultivo batch. La presencia de sales de manganeso, fosfatos y la 
concentración de fuente de carbono, cumplen un rol importante 
en la conversión completa de la glucosa y en los demás parámetros 
de producción de ácido láctico. 

Cultivo µ [h-1] C [%] YP/S [%] YX/S [%] pP 
[g/l/h]

pX 
[g/l/h]

BI 0,1 94 89,3 6,8 5,5 0,7

BII 0,1 84 86,0 9,9 6,5 0,9

BIII 0,2 100 82,9 18,5 3,8 0,9

BIV 0,1 84 76,4 7,7 4,1 0,5

BV 0,1 100 82,6 9,3 3,1 0,8

BVI 0,2 100 86,1 13,2 5,4 1,2

BVII 0,1 75 74,3 7,9 2,7 0,4

Tabla 2. Parámetros de cultivo batch determinados en la fase 
exponencial de crecimiento en los ensayos con Lactobacillus 
plantarum L10 a escala de laboratorio.

Cultivo D [h-1] C [%] YP/S [%] YX/S [%] p´X  
[g/L/h]

p´P 
[g/L/h]

CI 0,16 76 78 13 0,56 3,8

CII 0,20 66 82 13 0,66 4,3

CIII 0,08 100 78 10 0,33 2,5

CIV 0,3 45 83 16 0,84 4,5

CV 0,46 34 96 19 1,2 6,0

CVI 0,51 24 98 21 1,1 5,3

Tabla 3. Parámetros de cultivo continuo determinados en el 
estado de equilibrio del sistema (quimiostato), en los ensayos 
con Lactobacillus plantarum L10 a escala de laboratorio.
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La aireación durante los cultivos batch no tuvo un impacto 
evidente en el mejoramiento de los parámetros de producción 
de ácido láctico; más bien la composición del medio de cultivo 
demostró tener un efecto positivo sobre ello. Las condiciones 
extremadamente aeróbicas ó anaeróbicas afectaron negativamente 
los parámetros de producción; por el contrario la incorporación 
de cantidades mínimas de oxígeno en el sistema tuvo un efecto 
favorable unido a la velocidad de agitación.

En los ensayos de cultivo continuo se evaluaron la dependencia 
que hay entre los parámetros de producción obtenidos y la tasa 
de dilución. Según las expectativas, el sistema exhibió los mejores 
parámetros de producción a altas tasas de dilución. La mejor pro-
ductividad (ácido láctico y biomasa) se consiguió a D= 0,46 h-1. 
Por otra parte, el mayor rendimiento en ácido láctico y biomasa 
por sustrato consumido se consiguió a D= 0,51 h-1. 

En los cultivos continuos realizados se observó que al dis-
minuir la tasa de dilución aumenta la conversión de glucosa; 
disminuye el valor de YP/S e incrementa el valor de YX/S; como 
consecuencia, se incrementa el valor de P´X y disminuye el valor 
de P´P. Contrariamente a ello, el incremento de la tasa de dilu-
ción resultó en la disminución de la conversión de glucosa, en el 
incremento del valor de YP/S, y de YX/S. La aireación y la tasa de 
dilución no mostraron guardar una relación entre si que influyan 
positivamente en los parámetros de producción, tal como sucede 
en el caso de la tasa de dilución por si misma.
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