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RESUMEN

El lactosuero es el principal subproducto de la industria quesera, contiene
aproximadamente el 55 % de nutrientes, por lo tanto, su alto potencial como materia
prima lo hace ideal para el desarrollo de nuevos e innovadores productos con valor
agregado. Por esta razon, el objetivo de este trabajo fue darle uso a este sustrato y
producir &cido lactico mediante el proceso de la fermentacion con Lactobacillus casei,
que son bacterias acido lacticas que metabolizan la lactosa y producen &cido lactico
como producto principal. El desarrollo del experimento inicio con la caracterizacion de
lactosuero mediante analisis fisicoquimicos. Se evaluaron las variables de temperatura
en los valores de (29, 31.1, 37,42.7y 45 °C) y pH (4.8, 5, 5.5, 6 y 6.2) para encontrar
parametros optimos de fermentacién que maximicen la productividad volumétrica en
la produccion de acido lactico mediante el uso del Disefio Central Compuesto
utilizando el programa estadistico Design Expert 11.0. Se realizaron trece corridas
experimentales. Se verificd la validez del modelo cuadratico mediante 3 repeticiones
con los parametros éptimos sugeridos por el programa y se determind que las
condiciones que permiten la maximizacion de la productividad volumétrica son 40.2
°C de temperatura y 5.6 de pH, alcanzando valores de 1.2 g/l-h y se confirmd que no
existe diferencia significativa (p < 0.05) con los valores brindados por el modelo.
Concluyendo que los valores optimos de temperatura y pH encontrados fueron
cercanos a los reportados por otros autores y se demostrd que el lactosuero tiene un
gran potencial para ser utilizado como sustrato en la obtencion de cido lactico a partir

de bacterias acido lacticas como el L. casei.

Palabras clave: lactosuero, fermentacion, L. casei, disefio central compuesto,

sustrato.



SUMMARY

Whey is the main by-product of the cheese industry, it contains approximately 55% of
nutrients, so its high potential as raw material, it is ideal for the development of new
and innovate products with added value. For this reason, the objective of this work
was to use this substrate and produce lactic acid through fermentation process with
Lactobacillus caseli, lactic acid bacteria that metabolize the lactose and produce lactic
acid as the main product. The development of the experiment began with the
characterization of whey through physico-chemical analysis. The variables of
temperature (29, 31.1, 37, 42.7 y 45 °C) and the pH (4.8, 5, 5.5, 6 y 6.2) were taken to
find optimal fermentation parameters that maximize volumetric productivity in the
production of lactic acid by use composite central design using the Design Expert 11.0.
Thirteen experimental runs were performed. The validity of the quadratic model was
verified through 3 repetitions with the optimal parameters indicated by the program,
with which it was determined that the conditions that allow the maximization of
volumetric productivity are 40.2 °C of temperature and 5.6 of pH, reaching values close
to 1.2 g/l-h. and it was confirmed that there is no significant difference (p < 0.05) with
the values provided by the model. Concluding that the optimal values of temperature
and pH found were close to those reported by other authors and it was shown that whey
has great potential to be used as a substrate in obtaining lactic acid from lactic acid
bacteria such as L. casei.

Key words: whey, fermentation, L. casei, central composite design, substrate.
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CAPITULO |
INTRODUCCION

1.1 PROBLEMA

La leche ha sido materia prima para crear diferentes productos derivados desde hace
mucho tiempo, sus caracteristicas organolépticas, nutricionales, fisico-quimicas y

funcionales la hacen el elemento base favorito para la industria lactea.

La industria lactea se ha desarrollado, en gran medida, los ultimos afios creando nuevos
productos e innovandolos también, como resultado de esta productividad se obtienen
subproductos en cantidades importantes como es el caso del lactosuero. De acuerdo al
Instituto de Tecnologia Industrial (INTI de Argentina) citado por el Centro de la
Industria Lactea (CIL, 2019) “el lactosuero representa cerca del 90 % del volumen de
leche y contiene aproximadamente el 55 % de nutrientes. Entre los mas abundantes se
encuentran: lactosa (45-50 g/l), proteinas solubles (6 — 8 g/l), lipidos (4 — 5 g/l) y sales
minerales (4 — 6 g/l)” (p.1).

De acuerdo a CIL (2019) a nivel nacional se producen 5 032 729 I/d de leche cruda, de
los cuales 2 516 365 I/d se utilizan para el procesamiento formal y cuyo 32 % esta
destinado a la produccién de queso, resultando en 724 713 I/d de lactosuero. La
industria utiliza 60 393 I/d de lactosuero para la elaboracion de bebidas lacteas. La

produccién de suero disponible y no utilizado es de 664 320 I/d.

La deficiente investigacion sobre procesos alternativos aplicables al uso de este
subproducto y el alto costo que implica el tratamiento en plantas de aguas residuales,

representan unas de las problematicas mas significativas para la industria lactea.
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1.2 ANTECEDENTES

Buyukkileci y Harsa (2004) investigaron los efectos de temperatura, pH y composicion
del medio en la produccién de acido lactico por Lactobacillus casei. Para este estudio
utilizaron L. casei NRRL B-441 y lactosuero con contenido de lactosa del 60-62 %
(m/m), posteriormente disuelta para alcanzar la concentracion inicial deseada. El
lactosuero se suplementd con 10 g/l de extracto de levadura, Ko2HPO4 (0.5 g/l), KH2PO4
(0.5 g/l), MgS0O4 (0.2 g/l) y MnSO4.H20 (0.2 g/l).

El Lactobacillus casei se cultivo a cinco diferentes temperaturas (27, 32, 37, 42 y 47
°C) durante tres generaciones sucesivas en leche tornasol. El crecimiento del cultivo
fue determinado por el cambio de color; a temperaturas de 32 y 37 °C el color cambi6
en el primer dia, mientras que a 27 y 42 °C el cambio de color se evidenci6 al segundo
dia y finalmente a 47 °C el crecimiento fue demasiado bajo. En cuanto a la produccion
de &cido lactico, el més répido fue a 37 °C con una productividad volumétrica total de
1.87 g/l-h, el efecto de las temperaturas no fue significativo entre 32 y 42 °C, por lo
tanto, la velocidad de produccion de acido lactico fue muy similar a estas temperaturas.
A 27°C, el proceso de fermentacion duro6 45 h y la formacién de producto fue bastante
lenta (Buyukkileci y Harsa, 2004).

Estos resultados confirmaron lo que Hujanen y Linko (1996) citados por Buyukkileci
y Harsa (2004) encontraron que la mejor temperatura de produccién para Lactobacillus
casei NRRL B-441 fue de 37°C donde se obtuvo 80 g/l de acido lactico en 24 h a partir
de 90 g/l usando altas concentraciones de extracto de levadura e indculos de 2.2 % y

20 %, respectivamente.

Buyukkileci y Harsa (2004) exploraron estudios sobre el mejor pH, con valores de 5.0,
55, 6.0 y 6.5 para L. casei en el fermentador. Los valores de niveles de pH se
mantuvieron mediante la adicion automatica de 10 mol/l (M) de NaOH. Como
maximo, se afiadieron 200 ml de NaOH a 3 | de medio de fermentacion para mantener

el pH, por lo que el volumen de fermentacion aumenté no mas del 6.6 %. Se utilizé

12



toda la lactosa en todas las fermentaciones y los valores de rendimiento del producto
fueron de aproximadamente 93 g de acido lactico por g de lactosa. La lactosa fue
consumida por completo a pH 5.0 que se logro en 23 h. A otros valores de pH se
obtuvieron tendencias similares, pero dentro de las 12 h, aunque no se observo una
diferencia significativa en la productividad volumétrica para los valores de pH entre
5.5y 6.5, sin embargo, el valor de productividad volumétrica mas alto se obtuvo a pH
de 5.5y fue de 3.97 g/I-h.

13



1.3 JUSTIFICACION

En el 2016 Ecuador realiz6 una importacion de 77.38 toneladas métricas de acido
lactico lo que representa un monto de 151 000 ddlares; a mediados del 2017 el pais
import6 27.46 toneladas métricas de este compuesto lo que representa 47 110 délares
(Banco Central del Ecuador, 2017).

El lactosuero de queso contiene aproximadamente 5% (m/v) de lactosa, 1% de
proteinas, 0.4% de grasa, y algunos minerales (Buyukkileci y Harsa, 2004) que puede
ser aprovechado para la obtencion de acido lactico mediante la fermentacion con
bacterias &cido lacticas, utilizando aproximadamente el 50% de los nutrientes del
lactosuero. Al dar valor agregado a este subproducto se generaran ingresos econémicos
a las industrias lacteas y de ser rentable, se podra desarrollar a futuro la tecnologia a
escala piloto y posteriormente industrial con miras a disminuir las importaciones de
esta materia prima provocando el ahorro de miles de ddlares, considerando que el &cido
lactico es ampliamente utilizado en la industria de la alimentacion, quimica, textil,

farmacéutica y otras.

La presente investigacion tiene como alcance la utilizacion de la lactosa disuelta en el
lactosuero mediante el uso de Lactobacillus casei en el establecimiento de parametros

Optimos de proceso para la obtencién de acido lactico.
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1.4 OBJETIVOS

Objetivo General

Optimizar estadisticamente la productividad de &cido lactico a partir de lactosuero

por Lactobacillus casei.
Objetivos especificos
e Caracterizar el lactosuero mediante analisis fisico-quimicos.

e Determinar la combinacién de temperatura 'y pH que maximice la productividad

de &cido lactico.

o Caracterizar el acido lactico obtenido mediante analisis fisico-quimicos.
1.5 HIPOTESIS

Ho: Los parametros cinéticos temperatura 'y el pH no influyen sobre la productividad
volumeétrica de acido lactico con Lactobacillus casei a partir de la fermentacion del

lactosuero dulce.

Ha: Los parametros cinéticos temperatura y el pH influyen sobre la productividad
volumeétrica de acido lactico con Lactobacillus casei a partir de la fermentacion del

lactosuero dulce.

15



CAPITULO II

MARCO TEORICO
2.1 LACTOSUERO

El lactosuero es un subproducto de la industria lactea que durante afios se penso que
era insignificante y que se utilizaba como alimento para animales o se eliminaba como
desecho. Es un liquido acuoso, que se genera durante la elaboracién del queso por
coagulacion y separacion de proteinas de la caseina de la leche (Tsakali, Petrotos, D’
Allessandro y Goulas, 2010). Segun la CIL (2019) 724 713 I/d de lactosuero son
producidos a nivel nacional, de los cuales solo 60 393 I/d son utilizados en la

elaboracidn de bebidas lacteas.

Panesar, Kennedy, Gandhi y Bunko (2007) citados por Pescuma, Font de Valdez y
Mozzi (2015) afirman que la composicién del lactosuero varia dependiendo de varios
factores: 1) tipo de lactosuero, dulce obtenido de la adicién de cuajo en un pH minimo
de 5.6 para inducir el coagulo o acido resultado de la fermentacion por cultivos de
Lactobacillus sp. o mineral &cido a un pH méximo de 5.1 (Tsakali et al., 2010), 2)
fuente de la leche (vaca, oveja, etc.), 3) alimentacién de los animales usada para la
produccién de leche, 4) el tipo de procesamiento de queso, 5) época del afio y 6) etapa

de lactancia.

De acuerdo con Buyukkileci y Harsa (2004), el lactosuero dulce contiene
concentraciones (m/v) aproximadas de 5 % de lactosa, 1 % de proteinas, 0.4 % de grasa
y algunos minerales, teniendo un alto contenido de demanda bioldgica de oxigeno

(40000-60000 ppm) lo cual representa serios problemas ambientales.

Lanorma NTE INEN 2594 (2011) define al lactosuero de leche como “producto lacteo
liquido obtenido durante la produccion de queso, la caseina o productos similares,
mediante la separacion de la cuajada después de la coagulacién de la leche pasteurizada

y/o los productos derivados de la leche pasteurizada” (p.1), cuyos requisitos son

16



(tablal):

Tabla 1

Requisitos fisico-quimicos de lactosuero de leche liquido

Requisitos Lactosuero Lactosuero Método de ensayo
dulce acido

Lactosa, % (m/m) 4.4-5 <4.3 AOAC 984.15 (2012)
*Proteina lactea, % (m/m) 0.8 0.8 NTE INEN 16 (2015)
Grasa lactea, % (m/m) 0.3 0.3 NTE INEN 12 (1973)
Ceniza, % (m/m) 0.7 0.7 NTE INEN 14 (1983)
Acidez titulable, % (calculada <0.16 20.35 NTE INEN 13 (1984)
como acido lactico)

pH 6.8-6.4 5.5-4.8 AOAC 973.41 (1998)

*El contenido de proteina lactea es igual a 6.38 por el % de nitrdgeno total determinado

Fuente: NTE INEN 2594 (2011)

Dependiendo de la acidez, pH y contenido de lactosa, el lactosuero de leche liquido se
clasifica en dulce o acido. En el lactosuero dulce el contenido de lactosa es superior y
la acidez es menor a la que presenta el lactosuero &cido (NTE INEN 2594, 2011).

Segun Tsakali et al. (2010) el lactosuero es un producto muy interesante debido a su
composicion, sus propiedades la hacen una gran base para la creacion de nuevos
productos o una alternativa para la creacién de productos tradicionales. Durante las
ultimas décadas se han realizado varias investigaciones sobre los componentes del
suero, especialmente lactosa y sus principales proteinas como la a-lactoalbimina, 3-

lactoglobulina y albimina de suero de bovino.

De acuerdo con Reddy, Henderson y Erdman (1976) el suero de leche contiene alto
contenido de nutrientes reciclables mediante procesos para la fermentacion bacteriana
de lactosa del suero y producir acido lactico, sales de acido lactico o proteina

microbiana.
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2.2 ACIDO LACTICO

James (2015) define el &cido lactico como un compuesto quimico organico que juega
un papel muy importante en varios procesos bioquimicos. Este compuesto fue
descubierto por primera vez en 1780 por el quimico sueco Scheele. Es un &cido
organico natural que puede ser producido por fermentacion o sintesis quimica, se
encuentra presente en muchos alimentos, tanto de forma natural o como producto de la

fermentacion microbiana en varios alimentos fermentados (Datta y Tsai, 1997).

El 4cido lactico es un &cido carboxilico cuya formula quimica es CH3;CH(OH) COOH,
este compuesto quiral tiene dos isdmeros dpticos, uno de ellos es conocido como L(+)
acido lactico (isdbmero bioldgicamente importante) y el otro es su imagen especular o
D(-) acido lactico (James, 2015). El &cido lactico isomero L(+) tiene una rotacion
especifica de +3.8°, es decir, que la direccion de la luz polarizada va en sentido horario
(Piassi, Fontes, Sass y Contiero, 2016).

Hoy en dia, el acido lactico L(+) es principalmente (90 %) producido por fermentacion,
usando bacterias acido lacticas, hongos y levaduras seleccionados. Por el contrario,
siempre se obtiene una mezcla isomeros L(+) y D(-) de &cido lactico cuando se aplican
métodos quimicos (Pescuma et al., 2015). Una de las grandes ventajas del proceso de
fermentacion es la posibilidad de utilizar desechos agroindustriales para obtener acido
lactico L(+) (Piassi et al., 2016).

Segln Mohanty, Das, Nanda, Nayak y Pradhan (2015) la produccion de &cido lactico
por fermentacion microbiana proporciona una mejor alternativa para frenar el

desarrollo de la contaminacion causada por industrias petroguimicas.

Mohanty et al. (2015) afirman que el acido lactico es un compuesto muy utilizado por
las industrias quimicas y que puede ser producido naturalmente microorganismos a

escala de laboratorio.
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Segln Ghaffar et al. (2014) el &cido lactico comercialmente puro puede ser obtenido
por fermentacién microbiana a partir de las siguientes fuentes de carbohidratos como:
glucosa, sacarosa, lactosa, almidén, maltosa derivados de materias primas como azucar

de remolacha, melaza, suero y malta de cebada.
2.2.1 PROPIEDADES DEL ACIDO LACTICO

El acido lactico L (+) al 88 % de pureza (tabla 2) es producido por fermentacion. Es un
liquido transparente, higroscopico, casi inodoro con leve sabor acido. Su coloracion en
temperatura ambiente es de 10 hazen y no excede de 50 hazen después de calentarse

por dos horas a 200 °C. Es soluble en agua y alcohol (Galactic, 2019).

Tabla 2

Propiedades fisico-quimicos del acido lactico al 88 %

Propiedad Valor

Nombre quimico 2-hidroxipropanoico acido
Peso molecular 90

Formula molecular C3HsOs
Densidad (20 °C) 1.19-1.21
Solubilidad soluble en agua y etanol

Fuente: Galactic (2019)

En un estudio realizado por Mohanty et al. (2015) obtuvieron &cido lactico crudo, cuyas
concentraciones fueron de 3.9 a 10.5 % en 100 ml de muestra, mientras que sometidos
a un proceso de purificacion mediante un intercambiador de aniones débil en forma de
celulosa DEAE (dietilaminoetil celulosa) se llegaron a concentraciones del 85% en 100

ml de muestra.

De acuerdo a Ghaffar et al. (2014) el acido lactico puede se obtenido por procesos
quimicos y por la fermentacion microbiana; sin embargo, el método de obtencion con
bacterias acido lacticas tiene ventaja sobre el otro método, debido a que de él se puede

extraer acido lactico puro, mientras que por la sintesis quimica siempre quedaran
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mezclas racémicas.

Gonzales et al. (2008) citados por Ghaffar et al. (2014) afirma que la recuperacion de
acido lactico debe ser mejorada para reducir las pérdidas de acido lactico y para mejorar
su pureza. Por ello los procesos de purificacion son importantes, a razon de que el caldo
fermentado contiene un sinnimero de impurezas como residuos de azucares, color,

nutrientes, otros acidos organicos y biomasa generada.

Los procesos de purificacion de acido lactico mas utilizados son: cromatografia de
intercambio i6nico, sistemas de membrana de ultra y microfiltracion (Ghaffar et al.,
2014).

De acuerdo a Miller et al. (2011) una vez obtenido el concentrado el caldo con &cido
lactico por fermentacidn, acidificado y evaporizado, es necesario un proceso de
purificacion adicional para producir acido lactico puro de grado alimenticio, ain mas
si se lo destina a la produccion de biopolimero. Esto implica procesos de cromatografia,

formacion de ésteres e hidrolisis, destilacion y extraccion con solventes
2.2.2 USOS DEL ACIDO LACTICO

El acido lactico es un compuesto muy versatil, utilizado en diferentes industrias debido
a sus propiedades. En Estados Unidos representa aproximadamente el 85% de la
demanda por parte de las industrias de alimentos y el 15% restante son para usos

industriales no alimenticios (Dattay Tsai, 1997).

Galactic (2019) afirma que el &cido lactico tiene varias aplicaciones como alimentarias,
farmacéuticas, cosméticas e industriales. Galacid™ es la marca de su &cido lactico que
cumple diferentes funciones razén por la cual su aplicacién comprende lo siguiente:
antimicrobiano, potenciador del sabor, control de pH, disolvente, humectante,
hidratante, exfoliante suave, renovacion celular, limpiador, quelante, desincrustante,
ayuda para la desoxidacion, desengrasante, intermediario quiral, materia prima para la

sintesis quimica, etc. La tabla 3 muestra la pureza de acido lactico utilizado en
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diferentes areas.

Tabla 3
Usos de &cido lactico segln su pureza

Area Pureza (%)
Alimentaria 25-90
Cosmeética y farmacéutica 90
Industrial 88-90
Especialidades 80-98

Fuente: Galactic (2019)

El &cido lactico es ampliamente utilizado en la industria alimentaria como en panaderia
(acidificar masas y dar sabores caracteristicos del pan), bebidas, productos carnicos
(realzar los sabores en carnes), confiteria, productos lacteos, aderezos para ensaladas.
En los productos de confiteria el acido lactico proporciona un sabor leve a acido,
mejora la calidad al reducir la adherencia y prolonga su vida util. En general el acido
lactico sirve como agente regulador de pH, conservante o aromatizante, es decir, ayuda
a extender la vida util del producto, mejora la seguridad alimentaria al inhibir el

crecimiento de patdgenos y mejora la retencion de agua (Thongchul, 2013).

En productos farmacéuticos el &cido lactico se utiliza como regulador de pH, en
productos de limpieza se emplea gracias a sus propiedades antibacteriales y
desincrustantes y en la industria textil ayuda al proceso de la extraccién del cuero
(Thongchul, 2013).

El &cido lactico es utilizado como materia prima para la produccion de &cido polilactico
(polylactic acid o PLA en siglas en inglés). EI PLA es un compuesto biodegradable,
termoplastico y poliéster alifatico obtenido de la polimerizacion de acido lactico. A
pesar de que el PLA es conocido hace mas de un siglo como material biodegradable y
se utiliza en diferentes implementos, tales como tornillos reabsorbibles, suturas y
dispositivos médicos. Este material durante afios ha sido de interés comercial debido a

la preocupacion por la biodegradabilidad y cero emisiones de carbono por el cambio
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climatico (Thongchul, 2013).
2.3 DETERMINACION DEL ACIDO LACTICO

2.3.1 METODO ESPECTROFOTOMETRICO

Borshchevskaya, Gordeeva, Kalinina y Sineokii (2016) desarrollaron un método
espectrofotométrico eficiente y barato para la determinacion de acido lactico en estado
individual, en alimentos, en cultivos biologicos y en liquidos. EI método esta basado
en la determinacion espectrofotométrica de la coloracion del producto de la reaccion
de iones de lactato con iones de cloruro férrico a 390 nm.

2.3.1.1 Determinacion de acido lactico de un medio liquido

Las células se separan del medio liquido mediante el proceso de centrifugacion. El
sobrenadante se diluye 20 veces con agua destilada. La concentracion de acido lactico
de la muestra es determinada por el método de espectrofotometria. La concentracion
de &cido lactico es calculada usando la curva de calibracion (Borshchevskaya et al.,

2016).
2.3.2 ACIDEZ TITULABLE

Segun la normativa NTE INEN 13 (1984) la acidez titulable de la leche es “la acidez
de la leche, expresada convencionalmente como contenido de &cido lactico, y

determinada mediante procesos normalizados”(p.1).

Se titula la acidez con una solucién estandarizada de hidroxido de sodio, usando

fenolftaleina como indicador.
2.4 BACTERIAS ACIDO LACTICAS

Collins, Phillips y Zanoni (1989) afirman que “las bacterias acido lacticas se encuentran
naturalmente en las leches fermentadas, carne, vegetales fermentados, boca e intestino

humano y en el ambiente” (p.105).
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Las bacterias &cido lacticas son capaces de crecer en el lactosuero y el permeado del
lactosuero para producir el &cido lactico como producto principal de la fermentacion

de la lactosa (Pescuma et al., 2015).

Pescuma et al. (2015) menciona que las especies de lactobacillus que utilizan lactosuero
de leche como sustrato para crecimiento y produccion de acido lactico més estudiados

se muestran en la tabla 4:

Tabla 4

Bacterias acido lacticas productoras de acido lactico

Género Especie Descriptor
Lactobacillus helveticus Jensen
Lactobacillus bulgaricus Grigorov
Lactobacillus casei Shirota
Lactobacillus acidophilus Moro

Sin embargo, algunas cepas bacterianas &cido lacticas no son capaces de crecer en
exceso de lactancia, ya que sus complejos requerimientos de nutrientes no se cumplen;
por esta razon, algunos autores han afiadido extracto de levadura al lactosuero o han
desarrollado métodos en los que las células se mantienen en estados no proliferantes
(Pescuma et al., 2015).

Las bacterias acido lacticas pueden crecer a temperaturas entre 5 - 45°C y son tolerantes
a pH acido. La mayoria de estas cepas pueden crecer a pH bajos como 4.4 mientras que
el pH éptimo es 5.5-6.5 (Thongchul, 2013).

Segln Mohanty et al. (2015) las bacterias acido lacticas pueden crecer en rangos de pH
de 3.5-10 y a temperaturas de 5-45°C, y sus condiciones Optimas de crecimiento varian
dependiendo de lo que vayan a producir. Estas bacterias requieren de algunos
elementos para crecer como, fuentes de carbono y nitrégeno, en forma de

carbohidratos, acidos aminos, vitaminas y minerales.
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Lactobacillus casei

Segun Disck, Plessis, Dellaglio y Lauer (1996) L. casei forma parte de un grupo de
diversas especies de caracteristicas mesofilicas, acido lacticas, anaerobias facultativas

y hemofermentativas.

Segln Mori et al. (1997) esta bacteria se caracteriza por ser Gram positiva, anaerobia

facultativa, heterofermentativa facultativa y no formar esporas.

Segun Walstra, Wouters y Geuters (2006) citados por Arellano (2013) este
microorganismo produce acido lactico predominante de la forma L (+), no metabolizan
el citrato y no es capaz de producir diacetilo; se utiliza en la industria lactea en la
elaboracion de prebidticos, y se puede utilizar en asociacién con otras bacterias acido
lacticas o solo, para crear diferentes propiedades organolépticas. Es muy resistente a

intervalos muy amplios de pH, temperatura.

De acuerdo con el estudio realizado por Narayanan, Roychoudhury y Srivastava
(2004), L. casei prefiere la lactosa para su crecimiento y para la produccion de acido

lactico, seguido maltosa; mientras que la sacarosa fue poco usada.

2.5 MEDIOS DE CULTIVO

La norma NTE INEN 1529-1 (1999) define al medio de cultivo como “cualquier
sustancia nutritiva, solida o liquida, que pueda ser utilizada en el laboratorio para el
crecimiento de los microorganismos, adicionada o no de sustancias enriquecedoras,

selectivas, indicadoras y tamponantes” (p.1).
2.5.1 REQUERIMIENTO ENERGETICO Y NO ENERGETICO

Granados y Villaverde (2007) senalan que “en procesos llevados dentro de laboratorios
las bacterias son cultivables en medios artificiales de laboratorio de tal manera que

estos medios de cultivo les proporciona elementos necesarios para su crecimiento y
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multiplicacion” (p.3).
Requerimientos energéticos

Los requerimientos energéticos son los nutrientes de ese medio de cultivo, que seran

utilizados por las bacterias para su crecimiento. Las fuentes energéticas son:

Carbono: Existen muchas fuentes de carbono que estdn muy ligados al metabolismo
energético de la especie microbiana, algunas bacterias son capaces de utilizar
sustancias muy sencillas como &cido acético, alcohol, citrato sddico o aztcares como

glucosa, maltosa, lactosa, almidén, etc.

Nitrogeno: Es una fuente menos energética que el carbono, se obtiene de proteinas,
péptidos, amino&cidos, extractos de carne, sales de amonio, etc.

Requerimientos no energéticos

Son nutrientes que no proporcionan energia, pero son necesarios para el desarrollo de

los microorganismos. Las fuentes no energéticas son:

Azufre: Todos los microorganismos que utilizan en su metabolismo azufre lo hacen

de forma de sulfatos, tiosulfatos y de aminoacidos.

Fosforo: Las bacterias utilizan fosforo en forma de fosfatos.

lones metalicos: Son el Na, K, Mg, Fe, Zn, Mn, Cu, Co, Mo, etc.

2.5.2 CONDICIONES QUE DEBE CUMPLIR UN MEDIO DE CULTIVO

Segun Granados y Villaverde (2007) para el mejor crecimiento de bacterias en un medio
de cultivo es necesario una adecuada composicion de nutrientes y condiciones fisico-

quimicas apropiadas.

Temperatura: El grado de temperatura depende de la especie microbiana, por lo que

25



las bacterias son: psicrotrofas cuando crecen a temperaturas inferiores a 20 °C,
mesofilas si crecen a temperaturas comprendidas entre 18 y 45 °C y termofilas cuando

crecen a temperaturas mayores a 45 °C.

Humedad: Es la cantidad de agua que los microorganismos requieren para Su

crecimiento.

pH: EI pH 6ptimo en la mayoria de los casos es proximo a la neutralidad, aunque

existen bacterias que crecen en condiciones de pH muy acido o alcalinos.

Existen sustancias que se utilizan para estabilizar el pH del medio, estas sustancias se

denominan buffers o tampones.

Presion osmotica: Por lo general las bacterias se encuentran en condiciones de

isotonia.

Oxigeno: Existen bacterias aerobias que necesitan oxigeno, facultativas que requieren

0 no oxigeno para su crecimiento y las anaerobias que no necesitan de este elemento.
2.5.3 AGAR Y CALDO MRS

Los medios de cultivo agar y caldo desarrollados por Man, Rogosa y Sharpe (MRS),
estos medios proporcionan un buen ambiente para el mejor desarrollo de Lactobacillus
y otras bacterias acidos lacticas, con la tnica diferencia de que el agar es sélido debido
al componente del mismo nombre y el caldo es liquido al no contener agar (Merck,
2013).

El medio de cultivo (tabla 5) permite un abundante desarrollo de todas las especies de
Lactobacillus. La peptona y glucosa constituyen la fuente de nitrogeno, carbono y de
otros elementos necesarios para el crecimiento bacteriano. EI monoleato de sorbitan,
magnesio, manganeso y acetato, aportan cofactores y pueden inhibir el desarrollo de
algunos microorganismos. El citrato de amonio actla como agente inhibitorio del

crecimiento de bacterias Gram negativas.
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Tabla 5
Contenido de agar MRS

Cantidad (g/l)

Formula

Proteosa peptona N° 3 10
Extracto de carne

Extracto de levadura

Glucosa 20
Monoleato de sorbitan 1ml
Fosfato dipotasico 2
Acetato de sodio 5
Citrato de amonio 2
Sulfato de magnesio 0.2
Sulfato de manganeso 0.05
Agar 13
pH final 6.4 +0.2

2.6 CRECIMIENTO MICROBIANO

El crecimiento microbiano en un sistema bioldgico, se define como el incremento
ordenado de todos los componentes quimicos. Dicho proceso es de suma importancia
en los procesos fermentativos, su monitoreo permite el control de la produccién del

metabolito de interés (Rodriguez, Cabrera y Valencia, 2003).

Rodriguez et al. (2003) sefialan que toda cepa de microorganismos cultivado en un
medio, en un proceso de fermentacion pasa por diversas fases (figura 1). Dichas etapas

son: latencia, exponencial, estacionaria y muerte.

La fision binaria y otros procesos de divisidn celular causan un incremento en el
namero de células de una poblacion. El incremento poblacional es estudiado mediante
el anélisis de la curva de crecimiento de un cultivo microbiano. Cuando se cultivan
microorganismos en medio liquido, generalmente suele hacerse en un cultivo
discontinuo o sistema cerrado; es decir, los microbios son inoculados en un recipiente

al que no se le afiade o sale ninguna sustancia (Willey, Sherwood y Woolverton, 2009).
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Fase estacionaria

Fase exponenci Muerte
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Figura 1. Curva de crecimiento en un sistema discontinuo.

2.6.1 FASES DEL CRECIMIENTO
Fase de Latencia

Cuando se introducen microorganismos en un medio de cultivo fresco, generalmente
no se produce un aumento inmediato del nimero de células; este periodo inicial se llama
fase de latencia (lag). Aunque no hay division celular inmediatamente, ni existe un
incremento neto de masa, la célula esta sintetizando nuevos componentes (Willey et
al., 2009).

La duracion de la fase de latencia varia considerablemente dependiendo del estado de
los microorganismos y de la naturaleza del medio. Esta fase puede ser bastante larga si
el indculo procede de un cultivo viejo que ha sido refrigerado. La inoculacién en un
medio quimicamente diferente también da lugar a una fase de latencia mas larga. Por
otro lado, la fase de latencia sera corta o incluso inexistente cuando se transfiere un
cultivo joven, en fase exponencial y en crecimiento vigoroso, a un medio fresco de

igual composicion (Willey et al., 2009).
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Fase exponencial

Durante la fase exponencial o logaritmica (log), los microrganismos crecen y se dividen
a la velocidad maxima posible que les permite su potencial genético, la naturaleza del
medio, y las condiciones de cultivo. La velocidad de crecimiento es constante; es decir,
los microorganismos se dividen y su nimero se duplica a intervalos regulares. Ya que
cada célula individual se divide en un momento ligeramente diferente, la curva de
crecimiento se eleva suavemente en vez de hacerlo a saltos. Durante esta fase la
poblacién es muy uniforme en cuanto a sus propiedades quimicas Y fisiologicas; por
ello suelen usarse cultivos en fase logaritmica para los estudios bioguimicos y
fisiologicos (Willey et al., 2009).

Fase estacionaria

En un sistema cerrado, llega un momento en el que el crecimiento de la poblacion se
detiene y la curva de crecimiento decrece. Los cultivos bacterianos suelen alcanzar esta
fase estacionaria cuando la poblacion asciende a unas 10° cél./ml. En general, otros
organismos no alcanzan densidades poblacionales tan elevadas. Evidentemente el
tamafio final de la poblacién varia en funcién de la disponibilidad de nutrientes y otros
factores, ademéas del tipo de microorganismo cultivado. ElI ndmero de viables
permanece constante, esto puede ser debido a un equilibrio entre division celular y

muerte celular (Willey et al., 2009).

Las poblaciones microbianas entran en fase estacionaria por diversas razones como la
limitacion de nutrientes (si la concentracion de un nutriente esencial disminuye
gravemente el crecimiento de la poblacion también), la acumulacion de productos
residuales toxicos y cuando alcanza una densidad poblacional critica. Las bacterias de
un cultivo discontinuo pueden entrar en fase estacionaria como respuesta a la escasez
de nutrientes (Willey et al., 2009).
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Senescencia y la muerte

Durante muchos afios, la disminucion del nimero de células viables que sigue a la fase
estacionaria era descrita simplemente como la fase de la muerte. Se asumia que los
cambios ambientales perjudiciales como la privacion y la acumulacion de desechos
toxicos causaban dafios irreparables que daba lugar a la pérdida de viabilidad. Es decir,
aunque las células bacterianas fueran transferidas a un medio fresco no se observaba
ningun crecimiento celular. Se suponia que las células moririan, pero no sufrian lisis,
pues la pérdida de viabilidad a menudo no iba acompariada de una perdida en el nimero
total de células (Willey et al., 2009).

2.7 SISTEMA DE BANCO DE CELULAS

En un sistema de banco de células, los lotes sucesivos se fabrican por cultivo en células
derivadas de un mismo Banco Maestro de Células (BMC) para lo cual debe validarse
el mayor numero de viales permitido durante su produccion (Administracion Nacional
de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica [ANMAT], 2013).

Banco maestro de células

Segln Poutou, Martinez y Frontela (1994) el banco de células primario (BPC) o BMC,
consiste en un conjunto de alicuotas homogéneas de un cultivo microbiol6gicamente

puro gue se almacena bajo condiciones que garanticen su estabilidad genética.

Segin ANMAT (2013) un BMC es un cultivo de células distribuido en envases
resultantes de una Unica operacion, procesado y conservado de tal manera que se evite
la contaminacién y quede garantizada la uniformidad y la estabilidad y normalmente

se almacena a una temperatura de -20 a -70 °C.

A partir del BPC se preparan el Banco de Celulas de Trabajo (Poutou et al., 1994).
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Banco de trabajo de células

Son los lotes sucesivos cultivados de células derivadas del banco maestro de células
destinado a la preparacion de cultivos celulares para la produccion, se distribuye en
envases, se procesa y se almacena del modo descrito para el banco maestro de células
(ANMAT, 2013).

La crioconservacion es un proceso rapido, con baja contaminacion, poco laborioso,
econdmico y mantiene las propiedades genéticas, emplea crioprotectores que protegen
a las células del dafio que puedan producir durante la congelacion (Parra, Pérez,

Morales, Suérez y Montoya, 2006).
2.8 FERMENTACION ACIDO LACTICA

Petrov, Petrova y Beschkov (2007) afirman que la sintesis quimica para la obtencion
de una mezcla racémica de &cido lactico es un proceso costoso y no amigable con el
medio ambiente debido a que requiere materiales a base de crudo de petrleo como

carbdn, gases naturales y condiciones drasticas.

La fermentacion microbiana es un proceso amigable con el medio ambiente por tanto

que proporciona beneficios a nivel econémico y ambiental (Thongchul, 2013).
Segun Thongchul (2013) las bacterias acido lacticas se dividen en dos grandes grupos:
Homofermentativas

Las bacterias de este grupo convierten mas del 85% de glucosa en acido lactico
(principal producto de la fermentacion). Fermentan 1mol de glucosa en 2 moles de
acido lactico, generando un rendimiento neto de 2 ATP por mol de glucosa
metabolizado. En la figura 2 se muestra la ruta metabdlica de la bacteria

homofermentativa (Thongchul, 2013).
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Heterofermentativas

Este grupo de bacterias acido lacticas convierte el 50% de glucosa en acido lactico mas
etanol o acido acético y 50% de CO». Fermentan 1 mol de glucosa en 1 mol de acido

lactico, 1 mol de etanol (o &cido acético) y 1 mol de COa.

Para el inicio del proceso de produccion de acido lactico se inicia con un pretratamiento

del sustrato, seguido de la fermentacion (figura 2) por lotes o por sistema continuo.

Zlucosa
MPjKMP
ADP ADP
Glucosa-B-F MAD+

/ \\tyw":
Fructosa-6-F 5 Fostoglucanato
ATP MNAD+
K })C(jz
ADP MNAHD

Fructosa-1,6-F Hilulosa-5-F
Gliceraldehido-3FP — Acetil-P Gliceraldehido-3-F Acetl-P
2MNAD+ 4 ADP MNAD 7 ADP
" NAHD
2 NMAHD 4 ATP MAHD 2ATP
2 H0 H0 NAD+
2 Firubato Pirubato Acetaldehido
2 NAHD MNAHD AHD
A A B
2MNAD+ MNAD+ AD+
2 Lactato Lactato Etanol
Metabolismo homofermentativo Metabolismo heterofermentativo

Figura 2. Conversion de glucosa por bacteria acido lacticas

Fuente: Thongchul (2013)

2.9 BIOPROCESO DE OBTENCION DE ACIDO LACTICO

En la actualidad, ninguna bacteria tolerante a los acidos ha sido genéticamente

modificada o aislada que sea capaz de producir acido lactico a velocidades o
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rendimientos industriales a valores de pH < 4.5, lo que significa que la solucidn clave
para la produccion bacteriana de acido lactico de bajo costo y bajo contenido de

carbono aun se encuentra en investigacion (Miller et al., 2011).

Miller et al. (2011) y Thongchul (2013) mencionan que el &cido lactico producido en
el proceso bacteriano tradicional debe neutralizarse para mantener el pH dentro del
intervalo de viabilidad de los microorganismos. A escala industrial, esto se hace
tipicamente usando hidroxido de calcio (Ca(OH).) o carbonato de calcio, que se afiade
al medio de fermentacion. Ademas, la recuperacion del acido lactico a partir de la sal

de lactato de calcio se basa en cidos fuertes como el &cido sulfirico (H2SOa4).

a) Fermentacion y neutralizacion

2(C3HgO3 + Ca(OH)2) > Ca(CH3CHOHCOO) + 2H20

b) Acidificacion por H2SO4

Ca(CHsCHOHCOO), +H2S0; =  2(CHsCHOHCOOH) + CaSOy

Segun las ecuaciones estequiométricas 1 y 2; 1 mol de glucosa produce 2 moles de
acido lactico. EI Ca(OH)2 es usado para mantener el pH éptimo para el crecimiento de
la bacteria &cido lactica. Un mol de lactato de calcio es obtenido simultdneamente
durante la fermentacion y adicion de Ca(OH)2. En operacion por lotes, al final de la
fermentacion, el caldo que contiene el lactato de calcio se filtra para eliminar la
biomasa celular y acidificada con H2SO4 para producir una forma libre de &cido lctico
y CaSOs4 (Miller et al., 2011 y Thongchul, 2013).

2.10 BIORREACTOR

Los biorreactores son los equipos donde se realiza el proceso de cultivo (también
comunmente denominado fermentador), sea en estado sélido o liquido. Su disefio debe
ser tal que asegure homogeneidad entre los componentes del sistema y condiciones

Optimas para el crecimiento microbiano y la obtencion del producto deseado (Ruiz,
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Rodriguez, Rodriguez, Contreras y Aguilar, 2007).

Las condiciones de cultivo que proporciona un biorreactor, deben contar con controles
de temperatura, pH, sustrato, sales y oxigeno, para asi convertir las materias primas y

obtener mejores rendimientos de los metabolitos deseados (Rodriguez et al., 2003).
2.10.1 BIORREACTOR DISCONTINUO DE TANQUE AGITADO

El biorreactor discontinuo de tanque agitado es el fermentador mas ampliamente
utilizado a escala industrial (Figura 3), estos equipos trabajan por lotes, es decir, el
sustrato y suplementos requeridos para efectuar el proceso son depositados en el tanque
del biorreactor desde el inicio de la operacion; después de un tiempo determinado,
dependiendo de la cinética de la reaccion, al concluirse la conversion de la materia

prima los productos son retirados del tanque (Ruiz, 2017).
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Figura 3. Esquema de biorreactor discontinuo de tanque agitado

Fuente: Palacios, Vallejos et al., 2019.
El tiempo de operacion necesario puede ir desde horas a varias semanas, dependiendo
de la conversién y las condiciones de operacion. Durante la operacion debe evitarse la
contaminacion, mantener la agitacion y controlar el pH y la temperatura. Operan con

baja densidad celular, sobre todo en la fase inicial del proceso y debe evitar la
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alimentacion de altas concentraciones de sustrato para evitar la inhibicion por éste o

por producto (Barba y Clausell, 2014).

Rodriguez et al. (2003) mencionan que entre las operaciones que puede realizar este

equipo son:

e Homogenizacion: para mantener temperatura y distribucién de
concentracion uniformes.

e Mezcla soélido-liquido: para mantener una suspension con una
distribucion de sélidos uniforme.

e Proceso liquido/liquido: para dispersar una fase en otra, formar
emulsiones y realizar extracciones.

e [ntercambio de calor.
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CAPITULO III

MATERIALES Y METODOS

3.1 CARACTERIZACION DEL AREA DE ESTUDIO

3.1.1 LOCALIZACION DEL EXPERIMENTO

La presente investigacion se desarroll6 en las instalaciones de Unidades Edu-
Productivas de la Carrera de Agroindustria de la Universidad Técnica del Norte.

Los andlisis fisico-quimicos y microbioldgicos se efectuaron en los laboratorios de la
Universidad Técnica del Norte perteneciente a la Facultad de Ingenieria en Ciencias
Agropecuarias y Ambientales ubicada en la zona 1, provincia de Imbabura, canton
Ibarra (tabla 6).

Tabla 6

Ubicacion del area de trabajo

Provincia Imbabura

Cantén Ibarra

Ubicacion 0° 21" 417 de latitud norte y sur 78° 07" 02"
Altura 2225 m.s.n.m.

Clima Seco templado, aproximadamente 18 °C
Precipitaciones 623mm/afo

Fuente: Gobierno Auténomo Descentralizado Municipal San Miguel de Ibarra (2017)

3.2 MATERIALES Y EQUIPOS

3.2.1 MATERIA PRIMA E INSUMOS

e Cepa de bacterias acido lacticas liofilizadas: Lactobacillus casei-01
e Lactosuero dulce
e Agary caldo MRS
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e Agua destilada

e Ca(OH)
e H»S04
o FeCl;

e Acido lactico 88 %
3.2.2 MATERIALES

e Cajas Petri

e Tubos de ensayo

e Asas de cultivo

e Portay cubre objetos
e Pipetas y micro pipetas
e Probeta

e Vasos de precipitacion
e Mechero

e Gradillas

e TermOmetro

e Potenciometro

e Cintas de pH

e Matraz

e Probeta de 50 ml

e Buretas

e Soporte universal

e Pinzas para bureta

e Matraces Erlenmeyer
e Perillade hule

e Embudos

e Frasco lavador



3.2.3 EQUIPOS

Incubadora

Microscopio

Balanza analitica

Centrifuga

Autoclave

Refrigerador

Biorreactor tipo tanque agitado de 4 litros
Estufa

Control automatico de pH
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3.3 METODOLOGIA

3.3.1 CARACTERIZACION DEL LACTOSUERO MEDIANTE ANALISIS
FISICO-QUIMICOS

Para dar resultado a este objetivo se realizo analisis fisico- quimico de los componentes
del lactosuero para tener conocimiento de las caracteristicas iniciales que inciden de
manera directa en el producto obtenido, ademas el valor de pH ayudd a clasificar al
lactosuero como dulce, en la tabla 7 se presentan los métodos de ensayo utilizados en

la fase experimental:

Tabla 7

Andlisis fisico-quimicos de lactosuero

ANALISIS FiSICO-QUIMICO METODO DE ENSAYO
Solidos totales AOAC 925.23 (1925)
Proteina AOAC 991.20 (1994)
Refractometria (Paez,
Lactosa Pérez, Araujo, Marmol y
Rincon, 2012)
Grasa lactea AOAC 960.16 (1961)
Acidez titulable % (calculada como &cido lactico) AOAC 947.05 (1990)
pH AOAC 973.41 (1998)

Fundamentos de los métodos usados
Sélidos totales

Segun la Asociacion Internacional de Quimicos Analiticos (1925) sefiala que el método
AOAC 925.23 para cuantificar sélidos totales se fundamenta en determinar el producto
resultante de la desecacion del liquido mediante la evaporacion del liquido y se pesa; es
decir, es la diferencia entre el peso fresco del alimento y el contenido de agua presente
en el mismo, este se denominado como contenido de materia seca o solidos totales,
proceso que se realiza en una estufa y el resultado se expresa generalmente en gramos

por kilo (g/kg) o en tanto por ciento (%).
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Proteina

Segun la Asociacion Internacional de Quimicos Analiticos (1994) sefiala que el método
AOAC 991.20 para cuantificar proteinas consiste en sefiala determinar la cantidad de
nitrogeno presente en el liquido es expresada convencionalmente como como
contenido de proteinas mediante la digestion de la materia orgénica con &cido sulfirico
concentrado, formandose sulfato de amonio que en exceso de hidroxido de sodio libera

amoniaco, se determina por titulacién. El factor para leche es de 6.38.
Lactosa

Para la determinacion de contenido de lactosa se utilizara el método de refractometria
usado por Paez et al. (2012) el cual consiste en la medicion de grados brix con un

refractometro para corroborar la concentracion de lactosa en el lactosuero.

Segun Kirk, Sawyer y Egan (2004) citados por Suh y Rodriguez (2017) un grado brix
es equivalente a 1g de soluto en 100 g de solucién o es igual a 1 % de azUcar de la
solucion de 100g. Para evitar errores en la lectura, el lactosuero debe ser centrifugado

con la finalidad de eliminar sélidos que interfieran con la medicién de lactosa.
Grasa lactea

Segun la Asociacion Internacional de Quimicos Analiticos (1961) el método de Gerber
descrito en la AOAC 960.16 sefiala que, para determinar grasa lactea se debe someter
al liquido en un butirémetro que separar la grasa por centrifugacion después de disolver
la proteina con &cido sulfurico, para que la separacion sea mejor safiade una pequefia
cantidad de alcohol iso-amilico. El butirometro se gradua para una lectura directa del
contenido de grasa.

Acidez titulable % (calculada como &cido lactico)

Segun la Asociacion Internacional de Quimicos Analiticos (1990) el método de ensayo

descrito en la AOAC 947.05 sefiala que la acidez titulable esta presente en el liquido,
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expresada convencionalmente como contenido de &cido lactico, y es determinado
mediante titulacién de la muestra con una solucion estandarizada de hidréxido de sodio,

usando fenolftaleina como indicador.

La acidez titulable se calcula mediante la siguiente ecuacion:

VXN
A =0.090
ml—m

x 100

Donde:

A= acidez titulable (% de &cido lactico)

V= volumen de la solucién de hidroxido de sodio ocupado en la titulacion
N= normalidad de la solucion de hidroxido de sodio

m= masa del matraz Erlenmeyer vacio en g

m1= masa del matraz Erlenmeyer con la muestra en g
pH

Segun la Asociacion Internacional de Quimicos Analiticos (1998) la metodologia para
determinar el pH descrita por la AOAC 973.41, sefiala que es un método cuantitativo

para el cual el alimento medido por un potenciémetro.

3.3.2 DETERMINACION DE LA COMBINACION DE TEMPERATURA Y pH
QUE MAXIMICE LA PRODUCTIVIDAD VOLUMETRICA DE ACIDO
LACTICO.

Para el desarrollo de este objetivo se opt6 por el uso de un paquete estadistico, Design
Expert 11.0 que ayuda con el disefio del experimento, analiza los datos y visualiza

resultados.

3.3.2.1 Método del experimento

La investigacion se baso en una fase experimental utilizando el Método de superficie

de respuesta (RSM). Una vez identificados los factores se realizd corridas para
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desarrollar la localizacion de las condiciones Optimas de los factores, puesto que
“Optimo” implica a menudo un minimo o méximo; los disefios para optimizacion

implican por lo menos tres niveles por cada factor para poder estimular la curvatura.

El tipo del método de superficie de respuesta que se utiliz6 fue el Disefio Central
Compuesto, aplicado para la optimizacion que inicia con un disefio factorial estandar a
dos niveles y agrega dos corridas adicionales para cada factor. Las corridas adicionales,
Ilamadas puntos estrella, son localizadas en distancias pequerfias abajo del nivel bajo de
un factor y a la misma distancia arriba del nivel alto, esto permite la estimacion de la
curvatura con respecto a ese factor. Mientras cada factor se empieza variandose, los

otros factores son fijados en sus valores centrales.

Desing- Expert 11.0 ayudd a encontrar la configuracion 6ptima del proceso para lograr

el maximo rendimiento del proceso.
3.3.2.2 Factores en estudio

Los factores en estudio y sus valores proporcionados por el programa estadistico para

la productividad volumétrica del acido lactico se pueden observar en la tabla 8:

Tabla 8

Factores en estudio: temperatura y pH

Temperatura Nivel (°C) pH Nivel
Al 29.00 B1 4.80
A2 31.10 B2 5.00
A3 37.00 B3 5.50
Ad 42.70 B4 6.00
A5 45.00 B5 6.20

3.3.2.3 Tratamientos

Para esta investigacion en el disefio experimental se obtuvieron:
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13 tratamientos, con 5 repeticiones al punto central, una en los puntos axiales y una en

la porcion factorial (tabla 9):

Tabla 9
Tratamientos para la produccion de &cido lactico

Tratamientos Factor A: Temperatura (°C) Factor B: pH

T1 37.00 5.50
T2 37.00 5.50
T3 31.30 6.00
T4 37.00 5.50
T5 37.00 5.50
T6 37.00 5.50
T7 29.00 5.50
T8 42.70 5.00
T9 37.00 4.80
T10 45.00 5.50
T11 37.00 6.20
T12 31.30 5.00
T13 42.70 6.00

Para una mejor apreciacion del andlisis estadistico Desing- Expert 11.0 proporciona la

representacion grafica de los tratamientos (figura 4):

6.2 — ]
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5.8 —
T 5
= 55— [ [ | L]
m
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290 330 370 410 450

A: Temperatura(°C)

Figura 4. Representacion grafica de los tratamientos
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3.3.2.4 Diseio experimental

La optimizacion de las condiciones de fermentacion se realizé por combinaciones de
los niveles de los dos factores independientes: temperatura de incubacion (29-45 °C) y
pH (4.8-6.2) para la maximizacion de la productividad volumétrica del &cido lactico
(tabla 9).

Con la finalidad de optimizar el proceso se optd por el uso de un Disefio Compuesto
Central, el paquete estadistico Desing Expert 11.0 propuso trece tratamientos

aleatorizados.

La correlacién entre las variables independientes y la variable dependiente fueron

expresadas en funcion de un modelo estadistico cuadratico:
P = Bo+ B1X1 + BaXo+ f1x2X1 Xz + [12X1% + B22XP + €

Donde:

P: productividad volumétrica de &cido lactico (g/l-h)

Xa: Factor A (Temperatura °C)

Xz: Factor B (pH)

Bo: es el coeficiente constante

B1: representa el efecto del factor X1 (Temperatura de incubacion)

B2: representa el efecto del factor Xz (pH)

B1+2: representa el efecto de las interacciones entre los factores X1y Xo
B1%: representa el efecto cuadratico del factor X

B2?: representa el efecto cuadratico del factor X

€: componente del error aleatorio del modelo
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3.3.2.5 Unidad experimental

Cada unidad experimental estara constituida por un volumen de 2 litros de lactosuero

dulce.

3.3.2.6 Variables a evaluar

Para los tratamientos propuestos se evalud la productividad volumétrica (g/l-h) con la
finalidad de encontrar un modelo que maximice el proceso. La productividad
volumétrica del &cido lactico se cuantifico mediante el método espectrofotométrico y
consumo de hidroxido de calcio a razon de que 1 mol de Ca(OH)2 equivale a 2 moles
de &cido lactico (Miller et al., 2011).

3.3.3 CARACTERIZACION DEL ACIDO LACTICO OBTENIDO MEDIANTE
ANALISIS FISICO- QUIMICOS

Para la caracterizacion del acido lactico obtenido fue necesario verificar su pureza con
el fin de compararlo con productos comerciales de dicho &cido y destinarlo al uso de
una industria sea alimenticia, cosmética, farmacéutica o biopolimeros, para lo cual se
realizaron analisis fisico-quimicos, los mismos que se encuentran detallados en la tabla
10.

Tabla 10

Andlisis fisico-quimicos del acido lactico obtenido

ANALISIS FiSICO- QUIMICOS METODO DE ENSAYO
Concentracion Espectrofotometria (Borshchevskaya et al., 2016)
Acidez titulable AOAC 947.05 (1990)

Color Prueba de color E. Merck Darmstadt (2013)
Densidad NTE INEN 11 (1984)

pH AOAC 973.41 (1998)

FUNDAMENTO DEL METODO UTILIZADO
Espectrofotometria
El método de la espectrofotometria desarrollado por Borshchevskaya et al. (2016) para

la determinacion de &cido lactico en alimentos solidos, liquidos o en estado individual
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consiste en la medicion de absorbancia de luz a 390 nm que pasa a través de una
solucion muestra frente a una solucion de referencia, para ello previamente se

construye una curva de calibracion.

Construccién de la curva de calibracién para medir la concentracion del acido

lactico obtenido

La medicion de la concentracion del acido lactico obtenido se realiz6 mediante el
método de la espectrofotometria a 390 nm, para lo cual se realiz6 la construccion de la

curva de calibracion (Figura 5).

Para la construccion de esta curva calibracion (figura 5) se utilizé una solucién con una
concentracion conocida de 4cido lactico, el cual se preparé a partir de un acido lactico
comercial al 88 % de concentracion. Se prepararon 4 diluciones y se midid la

absorbancia de cada una frente a la solucion de referencia (tabla 11).

Tabla 11

Datos para la construccién de la curva de calibracion

x(g/l) Y

0.07 0.42
0.14 0.71
0.27 1.32
0.54 2.05

Los valores del eje x son las diluciones de la muestra preparadas mientras que los
valores del eje y son las medias de las absorbancias obtenidas de cada una de las
diluciones (tabla 10).
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Figura 5. Curva de calibracién para la determinacion de acido lactico

Para el calculo de la concentracion de acido lactico se tomd en cuenta las diluciones

que se realizaron a las muestras:

__ Absorcién

CM= - * dilucion
pendiente
2.19
CM= 3459 S0ug/ul
CM= 31.65g/I

Para determinar la concentracion en estado liquido la muestra fue llevada a
centrifugacion a 3820 FRC durante 15 minutos con el objetivo de eliminar cualquier
solido que influya en la medida de la absorbancia. El sobrenadante resultante fue
diluido 20 veces con agua destilada. El calculo de la concentracion de acido lactico se
realizo utilizando la curva de calibracion teniendo en cuenta la dilucion de 20 veces de

la muestra prueba (Borshchevskaya et al., 2016).
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Color

El método de prueba de color fue desarrollado por E. Merck D Darmstadt (2013)
consiste en la determinacion de color con comparador de tarjeta colorimétrica. El color
de la muestra a examinar es determinado por comparacion visual de la solucion de
medicién con las zonas de color de una tarjeta colorimétrica. El resultado obtenido con
la muestra no filtrada corresponde al color aparente causado por materias en

suspension. El valor de una muestra filtrada corresponde al color real.

h
L]

150 1490 0 Sl 4] a0 230 10

Figura 6. Unidades de color Hazen (UPC)
Fuente: E. Merck D Darmstadt (2013)

Densidad

Segun la Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 11 (1984) el método para la

determinacion de densidad consiste en el uso de un densimetro graduado.
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3.3.4 MANEJO ESPECIFICO DEL EXPERIMENTO

El proceso de obtencidén de acido lactico a escala de laboratorio es explicado a

continuacion en el manejo especifico del experimento (Figura 7) que inicia con la

recepcion de la materia prima y con la obtencion de &cido lactico como del producto

final.

Caldo MRS —l Glicerina [15%) —l
37°C

~_

2416 FCR
15 min

L]

I_. Biomasa

4414FCR
20 min
. ) T(*C); pH
. casel \
L casei —» N > Ca(OH): (2.5 M)
Q l— 250rpm
LiCaldo MRS
Activacion Banco de células de trabajo
B5°C
15min Lactato de
Lact osuaro N | P lactosuero calcio
M e
L Grum os de cuajo
Pasteurizacion Filtracian Biofermentacidn

Sobrenadantg

HoS04 (2.5 M)

2416 FCR
15 min

Centrifugacion 1

Sobrenadante

Almacenada

I—» Sulfato de calcio

Centrifugacian 2

L

Acidificacidn

Figura 7. Diagrama de bloques para la produccién de acido lactico

Descripcion del diagrama de bloques

El diagrama de bloques (figura 7) consta de los siguientes procesos:

Activacién de Lactobacillus casei -01 liofilizado

La conservacion de microorganismos por liofilizacion es un método de conservacion

agresivo pudiendo causar dafio celular, reduccion significativa de viabilidad y actividad

microbiana (Rodriguez, Giraldo y Montes, 2016), por esta razon se opté por la
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activacion de L. casei -01 mediante el método descrito por Garcia, Arrézola y Villalba
(2013), el cual consiste en una siembra 0.1 g en 10 ml caldo MRS incubando a 37 °C
por durante 24 h, periodo después del cual se toma 1ml més 9 ml de caldo MRS y se
incuba a 37 °C por 6 h. De este ultimo caldo con L. casei se realiza una siembra en agar
MRS por el método de estrias y se incuba a 37 °C por 48 h.

Banco de células de trabajo

Segun la norma de la Organizacion Internacional de Normalizacion (2009) 1SO/ST
11333-1:2009 los cultivos de reserva de la cepa de referencia son utilizados con
propositos de pruebas de rendimiento que deberan ser mantenidos y manejados de
manera que minimicen los riesgos de contaminacion cruzada, mutacion o alteracion de
las caracteristicas tipicas. Los cultivos de reserva deben ser mantenidos en multiples
alicuotas, usualmente congelados (entre -20 y -70 °C) o liofilizado. A una temperatura

mayor se reduce el tiempo de almacenamiento.

Los cultivos de reserva son usualmente preparados a partir de cultivos de referencia
liofilizados o congelados. Las alicuotas deben manipularse de manera que se evite la
posible contaminacion cruzada del stock de referencia y / o su deterioro. Los cultivos
de reserva deben prepararse suspendiendo una parte alicuota de cepa de referencia en
un medio de crecimiento no selectivo e incubar para producir un cultivo en fase
exponencial (ISO/ST 11333-1:2009).

Los cultivos de trabajo son preparados a partir de cultivos de reserva o de referencia.

El banco de trabajo de células consistio en dos etapas:

La primera fue la recuperacion de la biomasa para lo cual se hizo una siembra en 100
ml de caldo MRS a partir de L. casei obtenidas de la revitalizacion, se incub6 durante
24 h a 37°C, posteriormente se centrifugd a 4414 FCR durante 20 min en la centrifuga

MPW-352R, se conservo el precipitado y se elimino el sobrenadante.
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La segunda etapa consistié en la adicion de un agente crioprotector, en viales de 2 ml
con un 15% de glicerol (figura 8) y se almacenaron en congelacion de -10°C (Parra et
al., 2006).
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Figura 8. Banco de células de trabajo

Pasteurizacion

El lactosuero utilizado fue sometido a pasteurizacion, proceso térmico para reducir

microorganismo no deseados, con parametros de temperatura de 65 °C durante 15 min.
Filtracion

Esta operacion unitaria consiste en la eliminacién de particulas sélidas o grumos de
cuajada, mediante el uso de un tamiz para evitar que dichos cuerpos influyan u

obstruyan el proceso de fermentacion lactica.
Bioproceso

Este proceso se llevd a cabo en el fermentador tipo discontinuo de vidrio con capacidad
total de 5 L, el cual estad debidamente equipado (control de temperatura por chaqueta,
pH con bomba peristaltica y motor para agitacion con turbina Rushton) Figura 9.

51



Figura 9. Biorreactor discontinuo utilizado.

El bioproceso consistio en la inoculacion del biorreactor a partir de 50 ml de cultivo
previamente activado por 24 h a 37 °C de un vial del BCT en 2 litros de sustrato
(lactosuero) en condiciones anaerobicos, durante el proceso se dejo caida libre del pH
hasta alcanzar el valor del control segun el tratamiento (debido a que la lactosa es
metabolizada por L. casei y transformada en &cido lactico), para el control se utilizé
Ca(OH)2 al 2.5 N como agente neutralizante (Miller et al., 2011).

Para fines experimentales el bioproceso fue sometido a cinco niveles de temperaturas

y cinco niveles de pH.

El ion lactato resultado del metabolismo de L. casei reacciona con el Ca(OH):
consumido durante la fermentacion obteniendo asi lactato de calcio representado en la

siguiente ecuacion:

a) Fermentacion y neutralizacién

2(C3Hs03) + Ca(OH); > Ca(CHsCHOHCOO), + 2H,0
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b) Hidrolisis por H2SO4

Ca(CH3CHOHCOOQO), +HSOs > 2(CH3CHOHCOOH) + CaS0g4
Segln Miller et al. (2011) 1 mol de Ca(OH)2 equivale a 2 mol &cido lactico formado.

Para la recuperacion de la molécula de acido lactico se afiadié acido sulfarico al 2,5 N

que reacciona con el lactato de calcio formando sulfato de calcio y &cido lactico.
Centrifugacion 1

Consistio en la eliminacion de biomasa mediante centrifugacion a 2416 FCR durante
15 minutos, pues una vez finalizada el bioproceso, la biomasa y el lactato de calcio

estaban disueltos en una misma solucion.
Acidificacion

La acidificacion consistié en la adicién de acido sulfarico al 2.5 N que reaccion6 con
el lactato de calcio resultado de la adicién de hidroxido de calcio durante la
fermentacion, de esta manera se recupera el acido lactico, ademas se formaron sulfato

de calcio solido y &cido lactico disuelto (figura 10).

Figura 10. Sulfato de calcio sélido y acido lactico (fuente el autor)
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Centrifugacion 2

El sulfato de calcio en estado solido resultantes del proceso anterior, fue separado por
centrifugacion a 2416 FCR durante 15 min (figura 11).

Figura 11. Sulfato de calcio formado
Acido lactico

El proceso concluye con la obtencion de acido lactico (figura 12) y su posterior

caracterizacion mediante analisis fisico-quimicos.

Figura 12. Acido lactico obtenido
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 CARACTERIZACION DEL LACTOSUERO MEDIANTE
ANALISIS FISICO-QUIMICO

El lactosuero antes de ser usado como sustrato en el bioproceso fue sometido a analisis
fisico-quimicos de sélidos totales, proteina, lactosa, grasa, acidez y pH. Los resultados
del analisis que se muestran en la tabla 12, se compararon con los valores establecidos
en la norma NTE INEN 2594 (2011) de lactosuero de leche liquido, lo que permitid

conocer las caracteristicas del sustrato y su posterior clasificacion.

Tabla 12

Resultado de la caracterizacién de lactosuero

) Resultados NTE INEN 2594 (2011)

Contenido de lactosuero ) o
obtenidos Suero dulce  Suero acido
Sdlidos totales, % (m/m) 6.70 - -
Lactosa, % (m/m) 4.70 4.40-5.00 <4.30
Proteina lactea, % (m/m) 2.52 0.80 0.80
Grasa lactea, % (m/m) 0.04 0.30 0.30
. : 0

Acidez t|,tu!able’, A) calculada 0.08 <0.16 >0.35
como 4cido lactico)
pH 6.5 6.8-6.4 5.5-4.8

Los valores obtenidos del lactosuero, presenta 6.71% de sélidos totales y de 4.7% de
lactosa, este Gltimo es la principal fuente de carbono que sera metabolizado por las
bacterias acido lacticas su desarrollo y conversion en &cido lactico (Buyukkileci y
Harsa, 2004). La cantidad de proteina lactea y de acidez, segin Pescuma et al. (2015)
va a depender de diferentes factores como el tipo de lactosuero, fuente de leche,
alimentacion de los animales, tipo de procesamiento de queso, epoca del afio y etapa

de lactancia.
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Dependiendo de la acidez y contenido de lactosa, el lactosuero de leche liquido se
clasifica en dulce o &cido. En el lactosuero dulce el contenido de lactosa es superior y
la acidez es menor comprado con el lactosuero acido (NTE INEN 2594, 2011). El
contenido de lactosa 4.7% es mayor a la que presenta el lactosuero acido 4.3%, la
acidez de lactosuero analizado es de 0.08 % siendo menor a 0.35 del lactosuero acido
y tiene un pH de 6.5 cuyo valor esté dentro de los parametros de suero dulce. Tsakali
et al. (2010) clasifican al lactosuero como dulce cuando obtenga un pH minimo de 5.6

y acido cuando presenta un pH maximo de 5.1.

La importancia de trabajar con lactosuero dulce como sustrato se debe a que las
bacterias &cido lacticas (L. casei) necesitan un medio Optimo en cuanto a la
composicion de nutrientes y condiciones fisico-quimicas apropiadas para su desarrollo
afirman Granados y Villaverde (2007). El lactosuero dulce proporciona alto contenido
de lactosa (fuente de carbono) es metabolizada por las bacterias para su desarrollo y
generacion de metabolitos. En el caso del L. casei produce estrictamente acido lactico
del isdbmero L(+) como producto final (Buyukkileci y Harsa, 2004).

4.2 DETERMINACION DE LA COMBINACION DE TEMPERATURA Y pH
QUE MAXIMICE LA PRODUCTIVIDAD VOLUMETRICA DE ACIDO
LACTICO

Activacién de Lactobacillus casei -01 liofilizada

Las bacterias acido lacticas (L. casei-01) liofilizadas fueron activadas (figural3),
mediante el cultivo en caldo y agar MRS en un ambiente controlado, mostrando
viabilidad y especificidad de la cepa; teniendo una media de crecimiento de 2.63 x 108
UFC/ml.

56



Figura 13. Activacion de L. casei:

Nota: a) cultivo de 0.1 g de L. casei en 10 ml de caldo MRS por 24 h a 37 °C; b) cultivo en
medio sélido, se incubd a 37 °C por 48 h.

Banco de trabajo de células
Una vez obtenida la revitalizacion de las células, se procedié a la elaboracién del banco
de trabajo de células que garantiza la concentracidn estandarizada y homogenizada de

biomasa al principio de cada tratamiento.

Figura 14. Recuperacion de Biomasa

Nota: a) centrifugacion a 4414 FCR por 20 minutos para separar la biomasa; b) adicion
de 15% de glicerina para su posterior conservacion a -10 °C.
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Se obtuvieron 25 viales (figura 14) con una concentracion de biomasa del 1.71 % (m/v).
En un banco de células es importante que los cultivos permanezcan puros y
homogéneos bajo condiciones que aseguren la estabilidad microscopica, macroscopica,

bioguimica, fisioldgica y genética (Parra et al., 2006).
Bioproceso

En cada bioproceso se fijaron los valores de pH y temperatura, para cada corrida y

fueron controlados.

En cada tratamiento se mantuvo la agitacion en 250 rpm para mantener la
homogeneidad de los componentes y mejor control de pH y temperatura. ElI pH
comenzo6 con un valor de 6.5, se dejé en caida libre hasta el valor de control y se
mantuvo mediante la adicion de hidréxido de calcio por un controlador automatico,
equipo que cuenta con un potenciometro para medir los valores de pH y activar la

bomba cuando éste lo amerite (figura 15).

Figura 15. Bioproceso utilizado en la obtencién de acido lactico.
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Se tomo el valor més alto de productividad volumétrica de acido lactico cuando finaliza
la fase exponencial, los resultados obtenidos para cada tratamiento se pueden observar

en la figura 16.
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Figura 16. Cinética de la productividad de &cido lactico

En la Figura 16 muestra la cinética de la productividad volumétrica de acido lactico.
Debido a los diferentes niveles de factores en estudio (temperatura y pH) los tiempos
de fermentacion fueron diferentes, el comportamiento de la productividad volumétrica
de los tratamientos 1, 2, 4, 5y 6 fueron similares debido a que son las réplicas del punto
central sugerido por el programa estadistico (37 °C y pH 5.5).

Optimizacion de las condiciones de fermentacion

Al terminar con los experimentos propuestos se continud con la busqueda del punto
optimo que maximice la productividad volumétrica de acido lactico, para lo cual se
ingresaron los resultados obtenido resumidos en la tabla 13 de la variable de respuesta

de cada tratamiento al programa Desing Expert 11.0.
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Tabla 13

Resultados obtenidos del bioproceso.

T Temperatura PH  Concentracion Tiempo (h) Productividad
(°C) (g/l) volumétrica (g/I-h)
1 37.00 5.50 18.90 15.00 1.26
2 37.00 5.50 18.79 17.00 111
3 31.30 6.00 16.88 33.00 0.51
4 37.00 5.50 18.51 16.00 1.16
5 37.00 5.50 15.02 15.00 1.26
6 37.00 5.50 18.34 15.00 1.22
7 29.00 5.50 32.06 40.00 0.8
8 42.70 5.00 23.63 25.00 0.95
9 37.00 4.80 16.88 27.50 0.61
10 45.00 5.50 16.31 17.00 0.96
11 37.00 6.20 23.91 25.00 0.96
12 31.30 5.00 15.75 50.00 0.32
13 42.70 6.00 37.01 30.00 1.23

El cual proporcioné los datos del modelo, ANOVA y posibles combinaciones de

variables independientes que cumplen con condiciones que optimice la productividad

volumétrica del &cido lactico (figura 17).

Con la finalidad de determinar la mejor combinacion de temperatura y pH que

maximice la productividad volumétrica del acido lactico se realizaron los tratamientos

propuestos por el disefio experimental (tabla 9), mediante los valores reales

encontrados de la variable de respuesta se ajustd y se validé debidamente el modelo,

luego se procedid a explorar en la superficie descrita por el programa para encontrar la

combinacion 6ptima de niveles de los factores independientes que den como respuesta

el punto 6ptimo para hallar la maxima productividad volumétrica.
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Figura 17. Diagrama de proceso para la obtencién de punto 6ptimo
para la productividad de &cido lactico.

Los valores reales de la variable de respuesta se ajustaron a un modelo cuadratico para

la productividad volumétrica del &cido lactico.

Los valores reales de respuesta de la variable dependiente se ajustaron a un modelo

cuadratico para la productividad volumétrica de acido lactico.
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Los modelos de segundo orden usados para estimar la productividad volumétrica del

acido lactico, durante la fermentacién fueron:

e Modelo de la variable de respuesta expresada en factores

P=+1,20 +0,1970A + 0,1206B + 0,0225A*B -0,1810A2? -0,2285B?

Donde:

P: Productividad volumétrica del &cido lactico (g/I-h)
A: Variable codificada para temperatura (°C)
B: Variable codificada para pH

e Modelo de la variable de respuesta expresada en factores reales

P=-35,75 + 0,41*T +10,21*pH +0,008 T*pH — 0,0056* T2 -0,93*pH?

Donde:

P: productividad volumétrica del &cido lactico (g/l-h)

T: temperatura (°C)

La ecuacion en factores de términos reales y codificados puede ser usada para hacer

predicciones de la variable de respuesta, dados los niveles de cada factor.

Andlisis de varianza (ANOVA) de la variable de respuesta para la optimizacion

estadistica de la produccion de acido lactico
Anélisis de varianza de modelo cuadratico

En la tabla 14 se muestra el anélisis de varianza (ANOVA) del modelo sugerido y el
analisis estadistico de la variable de respuesta obtenido mediante la experimentacion,
el cual permitio conocer si el modelo estadistico sugerido es Util para determinar el

punto optimo para obtener la maxima productividad volumétrica de &cido lactico.
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Tabla 14

Analisis de varianza del modelo cuadrético

FV SC GL CM Valor F Valor p Significancia
Modelo 0.954 5 0.1908 7.1 0.0114 ok

A- Temperatura 0.3106 1 0.3106 11.56 0.0114 rhx

B-pH 0.1164 1 0.1164 4.33 0.0759 ns

A? 0.2279 1 0.2279 8.49 0.0226 ok

B2 0.3632 1 0.3632 13.52 0.0079 ok
Residuo 0.188 7 0.0269

Falta de ajuste 0.1707 3 0.0569 13.17 0.0153 ok
Error puro 0.0173 4 0.0043

Total 1.14 12

Nota: (***) alta significancia; (ns) no existe significancia

En el anélisis del ANOVA (tabla 14) para la productividad volumétrica de acido lactico
muestra que el valor p del modelo es < a 0.05 lo indica que es significativo, el término
del efecto lineal de temperatura (A), el término del efecto cuadratico de la temperatura
(A?) y pH (B? también son significativos. Valores mayores a 0.1 indican que los

términos del modelo no son significantes en este caso el pH (B).
S=0.1639

Media = 0.9500

CV=1725%

R2 =0.8354

R? ajustado = 0.7178

El coeficiente de determinacion ajustado R? ajustado es de 0.7178 lo que indica que el
modelo utilizado en la busqueda de la maxima productividad volumétrica del &cido
lactico es satisfactorio ya que segun Gutierrez y De la Vara (2008), si el modelo no

muestra un minimo de 0.70 del comportamiento de la respuesta en término de R?

63



ajustado, no se recomienda utilizar con fines de optimizacion ya que su prediccion es

mala.

Una vez verificados los resultados se procede a la validacion del modelo que maximice

la productividad volumétrica del &cido l4ctico.

Optimizacion y validacion del modelo sugerido para la productividad volumétrica

del acido lactico

Luego de haber realizado el analisis de Varianza (ANOVA) del modelo por Desing
Expert 11.0, el mismo programa sugirié mas de una combinacione de niveles de los
factores en estudio que cumplen con las condiciones de optimizacion, se escogié uno

de ellos (tabla 15) con el fin de realizar la validacién del modelo.

Tabla 15

Condiciones 6ptimas para la productividad volumétrica de acido lactico

Sugerencia  A: Temperatura (°C) B: pH

1 38.70 5.60
2 40.20 5.60
3 41.20 5.70

El bioproceso con las condiciones Optimas consistié en el crecimiento de L. casei a
40.2 °C y pH 5.6 durante las tres repeticiones del experimento de la validacion. En
promedio la productividad volumétrica de las 3 repeticiones fue igual a 1.27 g/l-h. Los

resultados de productividad volumétrica con las condiciones éptimas (tabla 16) fueron:

Tabla 16
Repeticiones del experimento con condiciones 6ptimas

Repeticiones Productividad volumétrica (g/I-h)
R1 1.27
R2 1.26
R3 1.27
Media 1.27
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Luego de haber realizado los experimentos de validacion los resultados de la variable
de respuesta confirman el valor de la productividad predicha, ya que el valor real
obtenido cae dentro de los rangos (1.10-1.40 g/lI-h) que el programa sefiala como

Optimos (tabla 17).

Tabla 17

Puntos predichos de productividad maxima con 95 % de Confianza

Variable de respuesta Observada Baja Alta

Productividad volumétrica (g/l-h) 1.27 1.10 1.40

Los valores ptimos de temperatura de 40.2 °C y pH de 5.6 obtenidos en este estudio
confirman lo dicho por Singh, Ahmed y Pandey (2006) quienes afirman que las
condiciones 6ptimas de produccién de &cido lactico varian segun las cepas de bacterias
utilizadas, pero de forma general los valores de pH varian entre 5-7 y la temperatura de
fermentacion varian de 40 a 45 °C.

Representaciones gréaficas de puntos éptimos de la variable de respuesta

El programa estadistico Desing Expert 11.0 proporciond representaciones graficas de

los puntos éptimos, de temperatura 'y pH (figura 18).

Productividad volumétrica (g/l.h)

Productividad volumeétrica (g/l.h)

342 370
A: Temperatura (°C)

Figura 18. Representacion del punto 6ptimo de la productividad a) 2D y b) 3D
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En la figura 18 a) y b) la zona roja representa los puntos dptimos de temperatura y pH
que maximizan la productividad volumétrica del &cido lactico, es decir si tomamos
cualquier punto dentro de esta zona el resultado de productividad volumétrica sera el
méaximo; diferente es el caso de la zona de color anaranjado, verde y celeste, debido a
que cuanto més alejado esté de la zona roja de puntos dptimos, méas bajo sera el valor

de la productividad volumétrica.

En la tabla 18 se presentan productividades volumétricas de acido lactico utilizando
diferentes especies de L. casei, condiciones de sustrato, suplementos y condiciones de

fermentacion:

Tabla 18

Comparacion de Productividad volumétrica de &cido lactico con otros estudios en cultivos por
lotes.

Productividad

Sustrato  Microorganismos Suplemento Condicién volumétrica (g/-h) Fuente
Lactosuero L. casei NRRL ELy pH 5.5; 37 °C 1.84 Buyukkileci
B-441 MnS0O45.0 y Harsa
g/L (2004)
Lactosuero L. casei subsp. LMF; pH 4.8-5; 42 0.63 Mirdabadi
50 g/l casei ATCC Glucosa: °C; Cl etal.
39392 80 g/l (2008)
Lactosa L. casei Sulfato de 37 °C; pH 1.06 Garcia et
(87.72) g/l ATCC 393 amonio 5 inicial 6.5 al. (2013)
g/l
Lactosuero L. casei-01 NS pH 5.6; 40.2 1.27 Este
°C estudio

*E.L.: Extracto de levadura; LMF: Licor de maiz fermentado; Cl: Células inmdéviles; NS: no
suplementada

Se puede observar (Tabla 18) que la productividad volumétrica del acido lactico de
1.84 g/l-h es la més alta, esto puede ser debido al uso de suplemento en el sustrato
empleado con extracto de levadura y con sulfato de manganeso, que sirven como
fuentes de nutrientes para las bacterias acido lacticas utilizadas en el estudio, seguida
de la productividad volumétrica de 1.27 g/l-h del presente trabajo, se debe aclarar que

no se utilizd suplemento como en el caso anterior, ya que se queria evaluar la
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profundidad nutricional del lactosuero utilizado, aunque, Segun Garcia et al. (2013)
aseguran que al suplementar con una fuente de nitrogeno se mejora la velocidad de
bioconversion, lo que quedaria por demostrar la factibilidad econdémica con el uso de

suplementos.

Mirdabadi et al. (2008) y Garcia et al. (2013) sefialan que el crecimiento de L. casei en
el cultivo esta directamente relacionado con la concentracion de lactosa, en su estudio
obtuvieron el mayor crecimiento de 8.39 log UFC.mlI* a 87.72 g/l de lactosa inicial,
aunque fue la menor conversion de ésta y describen que existe una mayor
predisposicion del medio para el crecimiento del L. casei que para la formacion del
acido lactico. Esto podria explicar la razén por la cual los lactosueros con mayor
concentracion o suplementacién de lactosa obtuvieron menor productividad

volumétrica de acido lactico.

4.3 CARACTERIZACION DEL ACIDO LACTICO OBTENIDO MEDIANTE
ANALISIS FISICO QUIMICOS

El acido lactico obtenido de la mejor combinacion de los parametros del proceso:
temperatura 40.2 °C y pH 5.6, se sometié a un proceso de evaporacion; después de
mantener el volumen constante se midieron las variables que se presentan en la tabla
19.

Tabla 19

Caracteristicas fisico-quimicos del acido lactico obtenido

ANALISIS FiSICO- QUIMICOS CONTENIDO ACIDO LACTICO 88 %
Color Amarillo transparente Amarillo transparente
Densidad a 20 °C 1.10 g/ml 1.19-1.21 g/ml

pH 3.1 -
Concentracion 31.65 g/l -

Acidez titulable 3.2% 88.0%
Solubilidad Aguay etanol agua y etanol
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El &cido lactico obtenido (figura 19) en cuanto a solubilidad y color es similar al
comercial present6 un color amarillo transparente, las demas variables como densidad
de 1.10 g/ml y concentracién 3.2% son diferentes esto puede estar debido que se
necesitaria de un paso de purificacion secundaria para aumentar la pureza como lo
recomienda (Weiwei Z. et al 2019).

<
7

Figura 19. Acido lactico obtenido

Para comprobar que los valores de concentracion de acido lactico obtenido en el
producto final son confiables se compar6 con otra técnica usada en el estudio de
(Borshchevskaya et al., 2016) que utilizd el método espectrofotométrico que es mas

especifico y se compard con la titulacion.
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Figura 20. Comparacion de los resultados de la determinacion de acido lactico (g/L) por el
método espectrofotométrico y titulacion.
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En la figura 20 se presentan la comparacion de resultados en ambos métodos utilizados
para medir la concentracion del acido lactico obtenido. El valor por espectrofotometria
es 31.65 £ 0.38 y por titulometria 31.50 + 0.26, no presentaron diferencia significativa
para un p < 0.05, por lo que, estadisticamente son iguales, se puede asegurar que los
dos métodos espectrofotométrico y titulacion son validos para la medicion de la
concentracion acido lactico. Esto es un resultado interesante ya que Borshchevskaya et
al., (2016) es sus estudios comparé el método de cuantificacion de &cido lactico
espectrofotométrico y el método de Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (HPLC),
este Gltimo es un método muy especifico y costoso, demostrado que no existieron
diferencias significativas entre ellos, lo que se podria asumir que la técnica de titulacion

realizada en este estudio es confiable.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

El lactosuero utilizado presento alto contenido de lactosa (4.70%), pH de 6.5
cercano a la neutralidad y baja acidez (0.08%), que lo clasifican como suero
dulce, estos valores lo sitian con gran potencial para ser usado como sustrato
en procesos de fermentacion.

La combinacion de temperatura y pH que maximiza la productividad
volumeétrica de &cido lactico es de 40.2 °C y pH 5.6, condiciones con las cuales
se alcanzarén valores de 1.27 g/lI-h, en un bioproceso por lote utilizando
lactosuero dulce.

El 4cido lactico obtenido es aceptable por su color amarillo transparente con
densidad de 1.10 g/ml y se clasifica como &cido lactico crudo por su baja
concentracion.

Se acepta la hipoétesis alternativa ya que se demostrd por modelos matematicos
que los pardmetros cinéticos de temperatura y pH influyen sobre la
productividad volumétrica de acido lactico, utilizando lactosuero dulce y

Lactobacillus casei.
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5.2 Recomendaciones

e Realizar estudios de factibilidad para la obtencién de acido lactico con

lactosuero suplementado.
e Determinar la carga de contaminante de los residuos generados en este estudio.

e Realizar estudios del porceso de purificacion para aumentar la pureza del acido

lactico.
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