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RESUMEN EJECUTIVO
El acido lactico es uno de los &cidos organicos mas comercializados del
mundo, en los Ultimos afios su forma de obtencion mas popular es por via
biotecnoldgica, uno de los problemas que enfrena este importante
compuesto es la separacion y concentracion que determina el valor final
de este. El objetivo de la investigacion fue determinar los parametros de
operacion de temperatura y flujo en un proceso de concentracion por
evaporacion. Los factores evaluados fueron presion de vacio (-0.3 y -0.6)
bar y el flujo de alimentacion (6 y 12) L/h, para buscar la mejora de este
proceso, el tratamiento estadistico de los datos fue con el programa Design
Expert 11. Se realizaron doce corridas. Se verificé la validez del modelo
lineal mediante 3 repeticiones con las respuestas obtenidas y se determino
que las condiciones que mejoran la concentracion por evaporacion son -
0.6 bar de presion de vacio y 12 L/h de alimentacién, alcanzando un valor
de 27.1 g/L, se confirmd que no existen diferencias significativas (p <
0.05) con el andlisis de varianza brindad por el programa. Concluyendo
que el valor obtenido es cercano a otros reportes de autores y el mismo

puede ser optimizado con las variables estudiadas.

Palabras clave: evaporacion, concentracion, biotecnologica, &cido

lactico.



ABSTRACT

Lactic acid is one of the most commercialized organic acids in the world, in recent
years its most popular way of obtaining is by biotechnological means, one of the
problems faced by this important compound is the separation and concentration that
determines its final value. The objective of the research was to determine the
operating parameters of temperature and flow in a concentration process by
evaporation. The factors evaluated were vacuum pressure (-0.3 and -0.6) bar and
feed flow (6 and 12) L/h, to seek improvement of this process, the statistical
treatment of the data was with the Design Expert 11 program. The validity of the
linear model was verified through 3 repetitions with the responses obtained and it
was determined that the conditions that improve the concentration by evaporation
are -0.6 bar of vacuum pressure and 12 L/h of feeding, reaching a value of 27.1 g/L,
it was confirmed that there are no significant differences (p < 0.05) with the analysis
of variance provided by the program. It was concluded that the value obtained is

close to other authors' reports and can be optimized with the variables studied.

Keywords: evaporation, concentration, biotechnological, lactic acid.
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INTRODUCCION

Problema
En Ecuador la produccién y comercializacion de la industria lactea y sus derivados ocupa un
papel importante en la economia del pais. De acuerdo con el Instituto Nacional de Estadistica
y Censos (INEC, 2019), se registr6 una cantidad 6.65 millones de litros de leche producidos

diariamente en todo el pais de los cuales el 37% se destina a la produccion del queso.

En la industria quesera el principal subproducto es el suero de leche, segin la Camara de
Comercio de Guayaquil (2019) en Ecuador se genera 1.2 millones de litros diarios de suero de
leche, que su principal uso es en la alimentacion animal y otros productos quedando un
volumen importante de este residual que por su alto contenido de lactosa genera un impacto

critico ambiental y econdémico.

El suero de leche a pesar de ser un residual todavia contiene el 50% de las proteinas de la leche,
alto contenido de sales minerales y aproximadamente entre el 4-6% de lactosa. La falta de
técnicas de separacion de estos componentes genera un desaprovechamiento de este, ya que,
por ejemplo, la lactosa que es considerada un componente importante en la obtencion del &cido
lactico por via biotecnoldgica, siendo una fuente significativa de transformacién en la

alimentacion humana y animal. (Pais-Chanfrau J.M, 2017).

En los dltimos afios la demanda del &cido lactico se ha incrementado a nivel mundial en
490.000 toneladas (Guridi, 2019) Actualmente este producto es importado en el Ecuador ya
que no existe una produccidn a gran escala, debido a su gran potencial de uso en las industrias
alimenticias, farmacéuticas, cosméticas, textil, obtencién de polimeros y en este ltimo afio ha
sido muy utilizado en la desinfeccion de superficies para evitar la propagacion del Covid-19

(Womens Voices For The Earth, 2020).
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Justificacion

Teniendo en cuenta que el suero de leche es un residual que afecta al medio ambiente
especificamente por su alto contenido de lactosa se propone reutilizar un volumen de 50 litros
de suero de leche para la obtencion de acido lactico. Este trabajo contribuird a reducir

importaciones de este producto y elevar el aprovechamiento de residuos de la industria quesera.

Se promueve la reutilizacion de este residual de la industria quesera, que por vias
biotecnoldgicas puede ser utilizado como sustrato y se pueden obtener otros productos de alto
valor agregado, disminuyendo asi la carga de contaminantes y generando un beneficio para el
medio ambiente. Otro de los beneficios que se busca en la investigacion es desarrollar un
proceso biotecnoldgico para la obtencion de &cido lactico a partir de la fermentacion del suero

de leche.

Con esta investigacion se pretende fomentar el uso de este residuo agroindustrial
implementando técnicas de separacion por evaporacion para obtener un producto de alto valor
agregado y asi desarrollar la industria, dando la posibilidad a futuro de eliminar importaciones

Y generar nuevos puestos de trabajo.
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Objetivos
General
Desarrollar un proceso biotecnoldgico para la obtencion de acido lactico a partir de suero de

leche.

Especificos

e Proponer un proceso de fermentacién de acido lactico a escala de 50 litros.

e Determinar los parametros de operacion de temperatura y flujo en el proceso de separacion

por evaporacion.

e Determinar costos de produccién

Hipotesis
Alternativa
Se logra obtener valores de productividad igual o mayor a los valores obtenidos de

productividad a escala de laboratorio.

Nula
No se logra obtener valores de productividad igual o mayor a los valores obtenidos de

productividad a escala de laboratorio.

18



CAPITULO |

MARCO TEORICO

1.1 Suero de leche

El suero de leche o lactosuero es un subproducto que se obtiene después de la coagulacion de
las proteinas caseicas de la leche en la elaboracion de los quesos y mantequillas. Representa el
90% del volumen total de la leche y abarca mas del 55% de nutrientes hidrosolubles como la
lactosa siendo un disacérido que representa la mayor composicién del suero de leche, vitaminas
liposolubles, minerales como el calcio, hierro, fésforo, potasio y proteinas solubles como la a-

Lactoalbimina y B-Lactoglobulina (Poveda, 2013).

La composicion del suero de leche varia de acuerdo con qué tipo de leche se usa, la tecnologia
usada en el queso, el tratamiento térmico al suero y el pH en el método de coagulacion para

separar el lactosuero de la cuajada (Helia, 2018).

1.1.1 Composicion del suero de leche
El suero de leche contiene cerca del 55% de los sélidos totales de la leche, siendo la lactosa
como el nutriente més abundante entre el 4-5% p/v, entre el 0.8-1% p/v de las proteinas, 0.4-

0.5% p/v de los lipidos y 0.4% de sales minerales (Huertas y Adolfo, 2009).

Existen dos tipos de suero: dulce y &cido. El suero dulce, que abarca mayor contenido de
lactosa, es la separacion de la caseina por accion enzimatica, el cual, el suero tiene un pH entre
5-7 provenientes de la elaboracion de quesos duros, semi duros, suaves y quesos de cuajo.
Mientras que, el suero &cido con un pH entre 4-5y con menor contenido de lactosa es obtenido
por medio de una coagulacion acida de las caseinas ya sea por fermentacion o adicion de acidos
organicos (Ramiro et al., 2017). En la tabla 1 se detalla la composicion quimica del suero de

leche dulce y acido.
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Tabla 1

Composicion del suero de leche dulce y acido

Componente LS dulce (%) LS &cido (%)
Agua 93 93
Grasa 0.3 0.1

Proteina 0.8 0.6
Lactosa 4.9 4.3
Ceniza 0.56 0.46

Acido lactico 0.2-0.3 0.7-0.8

Fuente: (Ramiro et al., 2017)

1.1.2 Requisitos fisicoquimicos del suero de leche
El suero de leche liquido debe cumplir de acuerdo con las siguientes normas segun el Instituto

Ecuatoriano de Normalizacion (NTE INEN 2594, 2011).

Tabla 2

Requisitos fisicoquimicos del suero de leche liquido

Suero de leche Suero de leche Método de
Requisitos dulce acido ensayo
Min Max Min  Max
AOAC
Lactosa, %(m/m) 5.0 4.3
984.15
o NTE INEN
Proteina lactea, %(m/m) 0.8 0.8 16
) NTE INEN
Grasa lactea, %(m/m) 0.3 0.3 1
) NTE INEN
Ceniza, %(m/m) 0.7 0.7
14
o NTE INEN
Acidez titulable, %(m/m) 0.16 0.35 13

20



pH

6.8

AOAC
973.41

6.4 5.5 4.8

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

Fuente: (NTE INEN 2594, 2011)

1.1.3 Aplicaciones del suero de leche

El suero de leche al no ser tratado industrialmente, su uso por lo general es para la alimentacion

animal, fertilizante de cultivos y como un desecho al medio ambiente. Esto Gltimo que, por

ausencia de métodos de separacion de sus componentes genera una gran carga de

contaminacion ambiental, debido a su demanda biolédgica de oxigeno (Ramiro et al., 2017).

Los principales usos del suero de leche se encuentran mayormente en la industria alimentaria,

en la tabla 3 se describen las aplicaciones que tiene el suero de leche.

Tabla 3.

Aplicaciones del suero de leche en la industria

Aplicaciones en

Caracteristicas

Productos de panaderia

Productos lacteos como bebidas
fermentadas

Bebidas: jugos de frutas, refrescos,
bebidas chocolatadas, y bebidas a

base de leche.

Postres como barras de yogurt,
helado

Confiteria

Productos carnicos

Para concentrados de proteina

Eleva su valor nutricional, reemplaza al huevo,

usado como emulsificante.

Aumenta su valor nutricional y propiedades

organolépticas, emulsificante y gelificante.

Incrementa el valor nutricional, mejora la

solubilidad, viscosidad y estabilidad coloidal.

Mejora las propiedades emulsificantes.
Emulsificante y facilitar el batido.
Pre- emulsificante y gelificante.

Eleva el contenido de proteina, lactosa y grasa.
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Usando en formulas infantiles, productos para

Para obtener hidrolizados de proteina  deportistas y productos nutricionales especiales.

Separacion de: a-lactoalbtiminas, B-
Lactoglobulinas, inmunoglobulinas, glicoproteinas

Purificacion de proteinas aisladas ) )
como lactoferrina y lactoperoxidasa.

Componente para productos farmacéuticos,
férmulas infantiles, materia prima para la

Fuente de lactosa _, _
produccion de derivados de lactosa.

Mediante membranas semipermeables para extraer

Fuente para extraer minerales calcio, fésforo, potasio.
Produccion de biofertilizantes y Sustituyente de abonos quimicos.
desinfectantes Sustituyente de desinfectantes quimicos.

Fuente: (Poveda, 2013).

1.2 Acido lactico

El acido lactico o acido 2-hidroxi-propanoico fue descubierto con técnicas de separacion en la
leche agria en 1780 por Karl Wilhem Scheele (Nogales, 2012). Es un &acido organico de alto
valor para la industria de alimentos usado como acidulante, preservante y antimicrobiano, en
la industria farmacéutica como fuente de electrolitos y minerales, en la industria cosmética
como antimicrobiano, rejuvenecedor y pH buffer de la piel y en la industria quimica usado para
neutralizantes y agentes limpiadores. Por otro lado, el acido lactico es una fuente de produccion
de polimeros biodegradables y actualmente esta siendo usado como desinfectante con alta
efectividad contra la Covid-19 (Garcia et al., 2010). En la tabla 4 se muestra las propiedades

fisicoquimicas del acido lactico.

Tabla 4.
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Propiedades fisicoquimicas del acido lactico

Parametro Caracteristica
Férmula quimica C3Hg04
Masa molar 90.080 g/mol

Propiedades fisicas

Estado Liquido
Color Incoloro, ligeramente amarillento
Densidad 1.029 g/ml
Punto de fusion 18 °C
Punto de ebullicion 122 °C
Corrosivo -
Solubilidad
Agua Miscible
Etanol Miscible
Eter Miscible

Propiedades quimicas

Acido organico débil

Fuente: (Gissela y Cecilia, 2020)

1.2.1 Fermentacion

Para la produccién de acido lactico se puede usar células libres y células inmovilizadas ya sea
en un proceso de fermentacion continuo o discontinuo. El sistema discontinuo el sustrato se
agrega al inicio del proceso a diferencia del proceso continuo que el sustrato se agrega en
periodos de tiempo establecidos y que favorece la produccién del producto durante toda la
fermentacion mientras que en el proceso discontinuo solo existe en una etapa de la

fermentacion la produccion del producto (Burket, 2021).

Las bacterias acido lacticas (BAL) pueden ser homofermentativas o heterofermentativas de
acuerdo con el producto final de la fermentacion de los carbohidratos. Las bacterias
homofermentativas dan como producto principal acido lactico de la fermentacion y que ademas

tienen una tolerancia a pH por debajo de 5, son de rapido crecimiento a temperaturas en un
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rango de 20°C a 40°C. En la tabla 5 se muestra las BAL homo y heterofermentativas y el

isdmero que producen (Garcia et al., 2010).

Tabla 5.

Configuracién de las bacterias &cido lacticas homo y heterofermentativas

) ) ] ) Configuracion
Género y especie Homofermentativa Heterofermentativa

acido lactico
Lactobacillus
L. delbrueckii + D(-)
L. lactis + D(-)
L. bulgaricus + D(-)
L. casei + L(+)
L. plantarum + DL
L. curvatus + DL
L. brevis + DL
L. fermentum + DL
Sporolactobacillus
S. inulinus + D(-)
Streptococcus
S. cremoris + L(+)
S. lactis + L(+)
Leuconostoc
L. mesenteroides + D(-)

Fuente: (Garcia et al., 2010)

1.2.2 Microorganismo empleado en el proceso

1.2.2.1 Lactobacillus casei

Lactobacillus casei es una bacteria perteneciente al grupo de especies de bacterias
lacticas, mesofilicas, anaerobias y heterofermentativas y también considerada como un
probidtico que beneficia al organismo. Esta bacteria acido lactica (BAL) se encuentra

naturalmente en leches y vegetales fermentadas, carne, mucosa oral e intestino humano. Su
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crecimiento Optimo es en una temperatura de 37°C y en un rango de pH de 3 a 7. Este
microorganismo se caracteriza por ser Gram positivo y que en un proceso de fermentacion
lactica produce &cido lactico predominante de la forma L(+) (Gil, 2020). La tabla 6 detalla la

taxonomia del lactobacillus casei.

Tabla 6

Taxonomia del lactobacillus casei

Dominio Bacteria
Phylum Firmicutes
Clase Bacilli
Orden Lactobacillales
Familia Lactobacillaceae
Género Lactobacillus
Especie casei

Fuente: (Gil, 2020)

1.2.3 Biorreactor discontinuo de tanque agitado

El biorreactor discontinuo de tanque agitado (figura 1) es un recipiente en el que se lleva a cabo
un proceso quimico ya sea aerobio o anaerobio manteniendo condiciones ambientales propicias
para el desarrollo de cultivos, estos equipos se caracterizan por trabajar en lotes por un tiempo
determinado o hasta alcanzar una cinética constante de la reaccion. Este tipo de reactores es

ampliamente usado en industrias con producciones pequefias (Rolon Ortiz et al., 2019).

Figura l

Esquema de un biorreactor discontinuo de tanque agitado
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Fuente: (Rol6n Ortiz et al., 2019)

1.2.4 Vias de obtencion

El acido lactico se puede obtener por sintesis quimica a partir de acetaldehido CH3CHO
adicionando cianuro de hidrogeno HCN o mediante via fermentativa biotecnoldgica utilizando
bacterias &cido lacticas. Y que por las ventajas que este ultimo ofrece, las industrias se

direccionan a una produccion biotecnologica (Gissela y Cecilia, 2020).

1.2.5 Produccion biotecnoldgica

La produccion por via biotecnolégica se basa principalmente en la fermentacidn de sustratos
ricos en carbohidratos por medio de bacterias u hongos. El volumen de é&cido lactico obtenido
dependera de las técnicas de fermentacidn, los microorganismos usados, el pH y temperatura
del lactosuero, las fuentes de carbohidratos y la formacién de los subproductos (Robalino

Puente, 2017).

Las ventajas que ofrece la produccion de acido lactico por via biotecnoldgica es el bajo costo
de produccidn. El &cido lactico comprende de dos isomeros Opticos mostrados en la figura 2,
un isémero D (-) lactico y un isémero L (+) lactico, donde el &cido L (+) lactico es el preferido

y con gran potencial de aplicaciones en el mercado de las industrias (Robalino Puente, 2017).

Figura 2

Estructura espacial de los dos isémeros del acido lactico
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Fuente: (Hernandez, 2008)

En la produccidn biotecnolégica del acido lactico se emplean el uso de bacterias como cocos y
bacilos Gram positivos anaerobios facultativos, no esporulados, inmoviles y catalasa negativos,
pertenecientes a los géneros Lactobacillus, Carnobacterium, Leuconostoc, Pediococcus,
Streptococcus, Tetragenococcus, Lactococcus, Vagococcus, Enterococcus, Aerococcus y
Weissella y los hongos filamentosos del género Rhizopus. Ya que, la mayoria de estas especies
tienen una tolerancia a pH acido y su temperatura de crecimiento varia desde los 20°C a los

45°C (Cock y Stouvenel, 2005).

1.2.6 Recuperacion y Purificacion

Las técnicas mas empleadas en la fase de recuperacion del acido lactico son la precipitacion,
destilacion, membranas de separacion y ultrafiltracion, y métodos como la cromatografia y la
cristalizacion son generalmente empleados para una fase de refinamiento del acido lactico
(Torres y Gomez, 2019). En la tabla 7 se muestra las especificaciones del acido lactico y su
uso industrial. Dependiendo el sector industrial, la purificacion del acido lactico se convierte
en un factor clave, debido a que el caldo de fermentacion contiene nutrientes y otros acidos
organicos, que, al no ser filtrados por los diferentes métodos de separacion y purificacion, el
acido lactico presenta diferentes grados de pureza la cual influye en su calidad y precio (Torres

y GOomez, 2019).

Tabla 7

Especificaciones de calidad del &cido l4ctico para el uso industrial
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Grado FCC
Grado

Parametro o (Food Chemical Grado alimenticio
farmaceutico

Codex)

Pureza (%) 88 95-105 80
Cloruros (%) 0.008 0.2 0.02
Sulfatos (%) 0.02 0.25 0.05
Arsénico (ppm) 4 3 0.2
Metales pesados

33 10 10
(ppm)
Hierro (ppm) 10 10 10
Cenizas (%) 0.1 0.1 0.1

Fuente: (Liliana Serna C., 2003)

1.2.6.1 Precipitacion.
La precipitacion es uno de los procesos de separacion mas habituales, que consiste en la
recuperacion del &cido lactico presente en el caldo de fermentacién agregando hidréxido de
calcio el cual neutraliza el acido producido y que posteriormente se obtiene lactato de calcio.
El lactato de calcio se precipita y se agrega acido sulfurico formando sulfato de calcio y &cido

lactico libre y puro el cual se recupera por filtracion (Torres y Gomez, 2019).

En un estudio de Kwak et al (2012), realizan la fermentacion con cultivos tipo Lactobacillus
paracasei, y en el caldo fermentado usan metanol para acelerar la acidificacion del lactato de
amonio con la finalidad de disminuir la solubilidad del sulfato de amonio y que el &cido lactico

libre sea filtrado con mas facilidad.

1.2.6.2 Evaporacion.
La evaporacion es un método de concentrar una solucion retirando el disolvente mediante
calentamiento con vapor. El evaporador consta de una calandria de tubos dentro de una carcasa,

donde el producto circula por el interior de los tubos y el vapor por la carcasa, calentando las
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paredes externas de los tubos y asi reducir significativamente el porcentaje de humedad

(Universitat Politécnica de Catalunya. EPSEM, 28).

Entre los tipos de evaporadores se encuentran: evaporadores discontinuos, de circulacion
natural, de pelicula ascendente, de pelicula descendente, de peliculas ascendente-descendente,
de circulacion forzada y de pelicula agitada (Naranjo, 2008). La investigacion usara el

evaporador de pelicula ascendente.

(A. Canut, 2008) menciona que la operacion de un evaporador puede ser; Intermitente cuando
las operaciones de llenado, evaporacion y vaciado se ejecutan en pasos sucesivos; Semi-
intermitente, donde la alimentacion se lleva a cabo en forma continua, pero la descarga se
efectla hasta alcanzar la concentracion final; Continua-intermitente cuando la alimentacién es
continua y en ciertas partes del ciclo, la descarga también es continua y continua cuando la
alimentacion y descarga son continuas, permaneciendo constante la concentracion de la

alimentacion y del producto.

1.2.6.3 Evaporador de pelicula ascendente.

La operacion del evaporador de pelicula ascendente (figura 3) se basa en generar una
diferencia térmica entre el sistema de calentamiento y el liquido en circulacion. El vapor entra
a la camara de vapor controlada por un manoémetro, el liquido entra a la caja de alimentacion
debajo de las cAmaras de producto y condensado y este es regulado por un flujometro de 0 a
16 L/h y una cdmara de vacio lo cual influye drasticamente en el punto de ebullicion del liquido.
Cuando el cuerpo y los tubos del evaporador estan llenos de vapor el liquido alcanza su punto
de ebullicion formando burbujas de vapor en la columna del liquido y este entra a la camara
superior la cual pasa a través de una conexion corta en el separador de vapor el cual el liquido

concentrado es expulsado al fondo del separador como producto y condensado.

Figura 3
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Evaporador de pelicula ascendente

Fuente: Autor

1.2.7 Usos del Acido lactico
El uso del &cido lactico tiene un enorme potencial en la aplicacion de industrias de alimentos,
farmacéuticas, quimica, textil, cosmética, agricultura. Y que actualmente se expande a mucho

otros campos de investigaciéon (Cock y Stouvenel, 2005).

1.2.7.1 Industria alimentaria

En la industria alimentaria el &cido lactico es usado como saborizante, regulador de pH,
conservante de productos cérnicos y otros productos, producto antiséptico para frutas y
verduras, agente microbiano y base para la formula lacteas de los bebés, en los distintos
procesos de fabricacion de bebidas, confiterias, conservas, productos carnicos, postres y

panaderia (Robalino Puente, 2017).

1.2.7.2 Industria farmacéutica
El contenido de sus sales minerales como el hierro y calcio tienen una gran importancia

en la formulacion de pastillas, productos para regular el pH (shampoo, jabén, lociones, geles)
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y también se usa para el tratamiento de infecciones cutaneas y acidosis metabodlica (Goldoni,

2021).

1.2.7.3 Industria quimica
Y en la industria quimica su aplicacion es como desinfectante, neutralizador, agente de
limpieza, solubilizador, regulador de pH y actualmente en la produccion de productos biocidas

(Direccion General de Salud Publica , 2021).

1.2.7.4 Otros usos

Los ingredientes del acido lactico ayudan en el tefiido e impresion. En las curtiembres
es utilizado para remojar los cueros y desecarlos. La industria de plasticos lo usa para la
produccion de polimeros biodegradables. La industria cosmética lo usa como pH buffer que es
un regulador de pH de la piel, como exfoliante, hidratante y para productos renovadores de

células (Cock y Stouvenel, 2005).

1.2.8 Meétodos de determinacion de acido lactico

Actualmente existen muchos métodos de determinacion cuantitativa y cualitativa,
La Tabla 8 muestra los diferentes métodos para determinar el acido lactico.

Tabla 8

Métodos para la determinacion de acido lactico en Agroindustria

, - Rango de -
Método Descripcion . Aplicacion
detencion
_ ] 8.10-20-83  Produccion de
Titulometria AOAC 947.05
g/L quesos

Colorimetria Homogenizar 16 ml de muestra en 284 ml
- de agua y 120 ml BaCl2 0.3-10 g/L Ensilaje
Gravimetria (9.88% p/v) forma Lactato de Bario
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Resonancia
magnética
nuclear de

protones

Cromatogra
fia liquida
de alta
presién
(HPLC)

Cromatogra
fia de gases
acoplada a
masas (GC-
MS)

Se adiciona 120 ml NaOH (0.66 N) y 60 ml
Zn(S0O4) formando
Baz(SOa).

Centrifugar vy

lactato de Zinc +

FeClz al

sobrenadante. El lactato ferroso puede ser

adicionar

leido a 425nm.

Aminox HPx87-H (300 x 7.8 mmi.d)
Temperatura horno 65°C

Fase moévil H2SO4 0.013 N (0.8 ml/min)
Detector UV a 210 nm

Shodex SH1011 (300 x 8 mm)
Temperatura horno 50 °C
Fase movil H2SO4 0.01 N (1 ml/min)

Detector arreglo de diodos

Detector de ionizacién de llama

Columna DB wax (30 m x 0.25 mm i.d x
0.25 pm)

Temperatura de horno 50 °C (5 min)
Rampa temperatura 190 °C rampa 3 °C/min
Tiempo de residencia 10 min. La
Temperatura del inyector 230 °C
Temperatura inyector 240 °C

Gas de arrastre N2=1.2 ml/min

0.15g/L

16 g/L

0.02-1.37
9/Kg

Produccion

Vinos

Fermentacion

a partir de

residuos

agroindustrial

€s

Fermentacion

café
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Lactato Oxidasa / Peroxidasa (LO x /HRP)

o Absorbancia 500 nm _ _
Enzimaticos 120 g/L industrial de
Volumen de muestra 200 ul

Produccion

. . ., . acido lactico
Tiempo de incubacién 10 min

Fuente: (Torres y Gomez, 2019)

1.2.9 Factores que afectan el crecimiento el género Lactobacillus y la eficiencia de
produccion de acido lactico

El rendimiento de produccion de acido lactico dependerda de la efectividad del proceso

biotecnoldgico, es decir, que depende de varios factores en el proceso de fermentacion que

pueden afectar al crecimiento del Lactobacillus casei como: el pH, temperatura de

fermentacidn, suplementos, formacion de subproductos, entre otros (Panesso, 2015).

1.2.9.1 pH

Este factor tiene un fuerte efecto sobre el crecimiento y comportamiento de un
microorganismo. El pH tiene un gran efecto en el crecimiento del Lactobacillus casei y la
produccion de acido l4ctico, el rango 6ptimo es de 5.5-6.0 y en algunos casos de 6.0-6.5, segln
el cultivo que se use. EIl género Lactobacillus tiene tolerancia al medio acido y sobresale en
comparacion con otros cultivos, aunque si sobrepasa su tolerancia puede ocasionar dafios en el
microorganismo como alterar su membrana plasmatica inhibiendo su actividad enzimética o
afectar la ionizacion de sustratos reduciendo su rendimiento de produccion de &cido lactico

(Aturo, 2023).

1.2.9.2 Temperatura de fermentacion
Stephy (2017) sefiala que el genero Lactoacillus es una bacteria mesodfila, su
crecimiento se da en un rango de 30 °C —40 °C, y el factor de temperatura afecta el crecimiento

del microorganismo, el tiempo del proceso y el rendimiento del producto.
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En el proceso de fermentacion la temperatura debe ser mantenida constante en un
margen Optimo para obtener un buen rendimiento de producto, sin embargo, si existe cambios
en la temperatura, los microorganismos pueden debilitarse a bajas temperaturas o incluso llegar
a morir si fueron sometidos a un choque en altas temperaturas. La temperatura tiene un efecto
importante en las propiedades cataliticas de las enzimas, por lo que, si no existe una
temperatura dptima para el microorganismo influye en el crecimiento y la produccion de

metabolitos (Stephy, 2017).

1.2.9.3 Suplementos

En la produccion de acido lactico a partir de suero de leche se emplean diferentes
suplementos que proporcionan energia para el crecimiento y para la sintesis de material celular.
Suplementos como glucosa, fructosa, sacarosa, lactosa, entre otros son utilizados como fuentes
de carbono que mejoran el rendimiento del &cido l&ctico producido, pero es econdmicamente

desfavorable ya que en estado puro estos suplementos son costosos (Stephy, 2017).

Ademas, el &cido lactico requiere de fuentes de nitrégeno, vitaminas y minerales que ayudan
con la biosintesis, crecimiento y mantenimiento celular. Las fuentes de nitrogeno deben de ser
ricas en péptidos, bases pirimidinas y purinas. Estas fuentes de nitrogeno pueden ser: extracto
de levadura, salvado de trigo, peptonas, licor de maiz, extracto de malta o la leche sin

desnaturalizar (Aturo, 2023).
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CAPITULO 1

MATERIALES Y METODOS

2.1 Caracterizacion del area de estudio

2.1.1 Localizacién del experimento

Las pruebas preliminares y el desarrollo experimental se realizaron en las instalaciones del

laboratorio de las Unidades Edu-productivas de la carrera de Agroindustria de la Facultad

Ingenieria en Ciencias Agropecuarias y Ambientales.

Tabla 9

Ubicacion geogréfica del experimento

de

Caracteristicas Generales Datos Meteorologicos
Provincia Imbabura
Canton Ibarra
Parroquia El sagrario
Sitio Laboratorio de bioprocesos — FICAYA —
UTN
Altitud 2250 m.s.n.m

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

2.2 Materiales y Equipos

El desarrollo del experimento constd con una lista de materiales, reactivos, insumos y equipos

mostrados en la tabla 10.

Tabla 10

Materiales y equipos

Insumos y reactivos Equipos Materiales
- Suero de leche dulce - Biorreactor tanque - Probeta
agitado - Vaso de precipitacion
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Cepas del

Evaporador de

Matraz Erlenmeyer

Lactobacillus Casei- pelicula ascendente Tubos Eppendorf 2
431 liofilizadas Potenciémetro ml

Caldo Man, Rogosa y Balanza analitica Pinzas

Sharpe (MRS) Autoclave Termoémetro
Hidrdxido de calcio Incubadora Gradilla

98% Refrigerador Pipetas

Hidroxido de sodio Centrifuga de disco Matraz

0.1N Picndmetro
- Fenolftaleina - Centrifuga de
- Acido sulfarico laboratorio

- Biddn envase de
plastico 50 L

2.3 Metodologia

La presente investigacion fue de tipo cuantitativa exploratoria, se efectu6 la experimentacién
del proceso biotecnologico de fermentacion del suero lacteo, cuantificacion de la cantidad de
acido lactico producida, determinacion de la concentracion de &cido lactico en el evaporador
de pelicula ascendente a partir de la interaccidn de dos factores: A: Flujo de alimentacion y B:
Presion de vacio, con dos niveles cada uno y réplicas por triplicado, finalmente se determind

los costos de produccion.

2.3.1 Proponer un proceso de fermentacion de acido lactico a escala 50 litros.

Para lograr este objetivo la experimentacion se basé en la metodologia de Cadena (2021). La
parte experimental inicia con la activacion del microorganismo Lactobacillus casei-431 en
MRS, la pasteurizacion del suero de leche. La adaptacion de la cepa en el medio (lacto suero)

y el bioproceso de fermentacion. Las muestras se tomaron cada 4 h muestras del tanque para
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medir la cantidad de acidez titulable expresado como acido lactico, pH y biomasa del

microorganismo. Se separo el &cido lactico por precipitacion y por centrifugacion.

2.3.1.1 Condiciones de la materia prima.
En la investigacion se utilizé suero de leche fresco obtenido de la industria FLORAP

ubicada en Ibarra, se aplicd un previo tratamiento de pasteurizacion a 65 °C por 15 minutos.

Se realiz6 la caracterizacion del lactosuero tomando en cuenta los parametros de
contenido de solidos solubles, acidez titulable (expresada como &cido lactico) y pH descritos

en la tabla 11.

Tabla 11

Caracterizacion del suero de leche

Analisis fisico-quimico Meétodo de ensayo
Cantidad de solidos solubles NMX-F-436-SCFI-2011
Acidez titulable % (expresado como acido AOAC 947.05
lactico)
pH AOAC 973.41

Cantidad de solidos solubles

Para la determinacion de la cantidad de solidos solubles se baso en el método de refractometria
segun la norma mexicana NMX-F-436-SCF1-2011. El cual consiste en depositar 1 gota de la
muestra en la superficie del prisma fijo y al cabo de algunos segundos se observa por el ocular

el valor obtenido en °Brix siendo la lectura obtenida el valor de solidos solubles.

Mettler Toledo International Inc (2023), sefiala que 1 °Brix es igual a 1 g de sacarosa sobre

100 g de solucion, es decir, 1% de azucar de la solucién de 100 g.
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Acidez titulable % (expresado como acido lactico)

Para la determinacion de la acidez titulable se empled el método de ensayo AOAC 947.05, la
cual se usa una solucion estandarizada de hidroxido de sodio 0.1 N, y fenolftaleina como
indicador, se agrega lentamente y con agitacion la solucion 0.1 N de hidréxido de sodio, hasta
conseguir el cambio de color a rosado persistente. Se procede a leer el volumen de la solucion
de la bureta, se registra el valor, se aplica la ecuacién 1y se obtiene los datos de % acidez

titulable expresado como &cido lactico.

Determinacion de la acidez titulable mediante la siguiente ecuacion

VxN

mi—m

Ecuacion 1: A = 0.090 x100

Donde:

A= acidez titulable expresado en porcentaje de acido lactico

V= volumen de la solucién de hidréxido de sodio consumido en la titulacion

N= concentracion normal de la solucion de NaOH (0.1 N)

m= masa del matraz Erlenmeyer vacio (g)

m, = masa del matraz Erlenmeyer con la muestra (g)

pH

Para medir el potencial de hidrégeno se usé la metodologia AOAC 973.41, establece como

método cuantitativo por el cual un alimento es medido con un potenciémetro.
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2.3.1.2 Activacion de las cepas Lactobacillus casei 431.
Se los realizo6 dentro de una cabina de flujo laminar para evitar posible contaminacion.
Se revitaliz6 0.01% (m/v) de Lactobacillus casei - 431, en un matraz Erlenmeyer con caldo

MRS previamente preparado y se adapto la cepa al medio (suero de leche).

2.3.1.3 Acondicionamiento del suero de leche

Se coloc6 un volumen de 50 litros de suero pasteurizado en el biorreactor de tanque
agitado a una temperatura de 37 °C y se adicionaron las cepas de Lactobacillus casei-431
previamente activadas y acondicionadas al medio, hasta lograr una concentracion constante de

acido lactico.

2.3.1.4 Fermentacién y toma de muestras

Las cepas de Lactobacillus casei adaptadas al suero de leche, configuran el isomero
L(+) del &cido l4ctico, la fermentacion se realiz6 en el biorreactor de tanque agitado. Con la
metodologia de peso humedo, se tomaron muestras cada 4 horas para determinar la cantidad
de biomasa en tubos de 2 ml con centrifugacion a 4500 rpm durante 10 min. Se pesaron los
tubos vacios y los tubos con biomasa, la diferencia fue la cantidad de BAL (g) generada durante

el proceso de fermentacion.

De igual manera, con el método de acidez titulable y pH descrito anteriormente, se midio el

porcentaje de acidez y nivel de pH que tiene el suero durante el proceso de fermentacion.

2.3.1.5 Precipitacion

Este proceso de separacion descrito por Torres y Gomez (2019) utilizé hidréxido de
calcio y solucién de &cido sulfurico al 2.5 N, una vez que el suero de leche alcance su punto
méaximo de fermentacion. Se adiciond en exceso el hidroxido de calcio en el suero con un pH

alcanzado de 3.6, formando el lactato de calcio y el sobrenadante, posteriormente se procedid

39



a retirar el sobrenadante en exceso y se agrego la solucién de acido sulfarico al 2.5 N, la cual

formara sulfato de calcio que es el precipitado y acido lactico.

2.3.1.6 Centrifugacion
Una vez obtenido el sobrenadante del sulfato de calcio se centrifugd en la centrifuga de discos

repetidamente para eliminar en mayor cantidad las impurezas encontradas.

2.3.2 Determinar los parametros los parametros de operacion de temperatura y flujo de
alimentacion en el proceso de separacion por evaporacion
2.3.2.1 Factores de estudio
Los factores estudiados para evaluar el mejor resultado de concentracion del acido
lactico por el método de evaporacion fueron la presion de vacio y el flujo de alimentacion en

el evaporador de pelicula ascendente, con una presion constante de vapor de 1.5 bar.

Tabla 12

Factor A Presién de vacio

Nivel bar
Al -0.6
A2 -0.3

Tabla 13

Factor B Flujo de alimentacion

Nivel L/h
Bl 6
B2 12
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Se determin6 la cantidad total producida de acido lactico y se compar6 con la
concentracion obtenida en el estudio de Maribel (2020).
Descripcion de las variables a evaluarse
En la tabla 14 se detalla las variables evaluadas en el desarrollo del experimento.
Tabla 14
Variables experimentales
Variable Meétodo Unidades Referencia
» o Titulometria AOAC 947.05
Concentracién de acido lactico g*L?
) Densimetro NTE INEN 11
Densidad g*cm™3
graduado
Titulometria
Para la determinacion de la acidez titulable se empled el método de ensayo AOAC 947.05.
Densidad
Segun la Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 11, el método para la determinacion de

densidad consiste en el uso de un densimetro graduado.

2.3.2.2 Disefio experimental

Con un disefio factorial 22, y 3 réplicas, se concentrd por evaporacion el acido lactico.

De acuerdo con los factores de estudio para el desarrollo de la investigacion, la tabla 15 muestra

los tratamientos para el método de evaporacion.

Tabla 15

Tratamientos de la investigacién

Simbologia del ) o L
N° ) Tratamientos Réplicas Descripcion
tratamiento
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1 Tl AlB1 3 2 L AL*; -0.6 Bar,
6 L/h

2 T2 AlB2 3 2 L AL*; -0.6 Bar,
12 L/h

3 T3 A2B1 3 2L AL%*; -0.3 Bar;
6 L/h

4 T4 A2B2 3 2 L AL*; -0.3 Bar,
12 L/h

AL*=Acido lactico

2.3.2.3 Caracteristicas de la unidad experimental

Se evaluaron 4 tratamientos con 3 repeticiones al mejor tratamiento resultando 12
unidades experimentales donde cada unidad experimental evaluada fue de 2 litros de &cido
lactico obtenido de la fermentacion del suero de leche y posteriormente de la precipitacion y

centrifugacion.

2.4 Manejo especifico del experimento
El proceso de obtencion de acido lactico a escala de laboratorio es explicado a continuacion en
el diagrama de blogues. En la figura 4 se presenta el procedimiento utilizado para la obtencion

del acido lactico.

Figura 4

Diagrama de bloques para la obtencion de &cido lactico
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Descripcion del diagrama de proceso

Recepcion de la materia prima

El volumen adquirido de suero fue de 50 L, proveniente de la Empresa FLORAP ubicada en la

ciudad de Ibarra.

Figura 5

Recepcion de suero de leche

Pasteurizacion

El suero de leche se pasteurizo a 60 °C durante 15 minutos, con la finalidad de reducir los

microorganismos no deseados en la experimentacion.

Figura 6

Pasteurizacion del suero de leche
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Filtracion

Esta operacion unitaria consiste basicamente en separar los grumos o sélidos no requeridos del
suero fermentado usando un tamiz. Se utiliz6 un tamiz o también llamado colador, logrando

obtener un suero libre de impurezas.
Caracterizacion

Se realizo la caracterizacion del suero de leche principalmente la cantidad de solidos solubles
mediante el método refractometro, se determino el % de acidez titulable por el método NTE

INEN 13y su pH.

Figura 7

Método de acidez titulable

Activacion de Lactobacillus casei-431 liofilizado

En una balanza se pesé 0.1 g de cepa liofilizada de Lactobacillus casei — 431. Las cepas se
activaron en caldo MRS por 48 h a 37 °C. Posteriormente se acondicionaron en suero de leche

pasteurizado incubandose por 24 h a 37°C.

Figura 8

Activacion de Lactobacillus casei - 431
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A Cepa liofilizada L. casei — 01 y caldo MRS
B Activacion del microorganismo en medio MRS
C Incubacion del lactosuero con la cepa revitalizada

Bioproceso

El suero de leche dulce pasteurizado y filtrado, se colocé en el biorreactor tanque agitado, a
una temperatura de 37 °C, luego se agregé las cepas de Lactobacillus casei previamente

adaptadas al medio, para que configure el isomero L(+) del acido lactico.

Figura 9

Fermentacion de suero de leche

A Biorreactor tanque agitado.
B Inoculacion de las cepas previamente adaptadas al medio.
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Contenido de biomasa y acidez titulable

La fermentacion se realizé en el biorreactor tanque agitado, y se tomaron muestras cada 4 horas
para dar seguimiento a la cantidad de biomasa producida, el porcentaje de acidez titulable

concentrado y su pH.

Figura 10

Andlisis de variables

A: Cantidad de biomasa
B: Acidez titulable
C:pH

Recuento inicial de BAL

Con la metodologia descrita, se conocid los valores iniciales de las BAL adaptadas al suero de
leche. Se obtuvieron resultados en % de acidez titulable (expresado como &cido lactico), la

cantidad de biomasa y pH. Estos valores se muestran en la tabla 16.

Tabla 16

Recuento inicial de BAL

Variable Resultado
Acidez titulable % (expresado como acido lactico) 0.79
Cantidad de L. casei (g/L) 0.10
pH 6.33
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El recuento inicial de BAL tuvo valores de 0.798% de acidez titulable (en % de acido lactico),

una biomasa inicial de L. casei de 0.1013 g y un pH inicial de 6.33.

Precipitacion

Este proceso de separacion utilizo hidroxido de calcio y solucion de acido sulfarico al 2.5 N,
una vez que el suero de leche alcanzé su punto maximo de fermentacion. Se adicion0 en exceso
el hidréxido de calcio en el suero con un pH requerido de 3.5, formando el lactato de calcio y
el sobrenadante. Se retir6 el sobrenadante en exceso y se agregd la solucién de acido sulfdrico

al 2.5 N, formando sulfato de calcio que es el precipitado y acido lactico.

Figura 11

Precipitacion

A: Adicion de hidroxido de calcio
B: Solucioén de acido sulfirico 2,5N
C: Sulfato de calcio

D: Acido lactico

En la investigacion de produccion de acido lactico por Datta & Henry (2006) sefiala que el ion

lactato resultado del metabolismo de L. casei reacciona con el hidroxido de calcio consumido

durante la fermentacion obteniendo asi lactato de calcio representado en la siguiente ecuacion:

a) Fermentacion y neutralizacion

2(C3Hy05) + Ca(OH), » Ca(CH;CHOHCO00), + 2H,0
48



b) Hidrolisis por H2SO4

Ca(CH;CHOHCO00), + H,S0, —» 2(CH3;CHOHCOOH) + CaSO0,

Y que en la investigacion de Datta & Henry (2006) 1 mol de lactato de calcio equivale a 2 mol

de acido lactico formado.

En lainvestigacion de Torres & Gomez (2019), describe que este método es un proceso sencillo
y facil de aplicar en plantas industriales, pero tiene un alto consumo de &cido sulfurico, genera

yeso y ademas el acido lactico crudo presenta un porcentaje de pureza bajo.
Centrifugacion

Una vez que se obtuvo el precipitado de sulfato de calcio y acido lactico se centrifugo el
sobrenadante de acido lactico a 30 °C utilizando la centrifuga de discos con motor de 10000
rpm, se realizd esta accion repetidamente para eliminar en mayor cantidad las impurezas

encontradas.

Figura 12

Centrifugacion del acido lactico
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Evaporacion

Se procesaron 4 lotes de acido lctico (6 L cada lote). Utilizando un evaporador de pelicula
ascendente existente en los laboratorios de bioprocesos. Se alimentd con el &cido lctico por
succion a través de una bomba de vacio a -0.3 bar y -0.6 bar, con un flujo de alimentacion de
6y 12 L/h, y una entrada de vapor constante a 1.5 bar. Después de cada tratamiento se realiz6
3 corridas de lavado en el evaporador para evitar posibles contaminantes en el producto final,

la variable respuesta fue concentracion g = L™, densidad g * ml* y color.
Figura 13

Proceso de concentracién por evaporacion

Acido lactico

Finalmente se determind la concentracion del mejor tratamiento obtenido, siendo el T2 con las
mejores caracteristicas obtenidas en el evaporador de pelicula ascendente figura 14.

El acido lactico concentrado obtenido del T2 se compar6 con los resultados de Maribel (2020).

Figura 14

Acido lactico concentrado
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2.4.1 Determinar costos de produccion

Una vez terminada la experimentacion, se establecio el costo de produccion del acido lactico
obteniéndose de la inversion del presente trabajo, lo cual es fundamental para conocer la
viabilidad econdmica y rentabilidad del proceso. Los resultados obtenidos proporcionan una
base significativa e importante para el desarrollo de futuras investigaciones y mejoras en la

eficiencia de la produccion del acido lactico.
Para determinar el costo de produccion de acido lactico se uso la siguiente formula:
Ecuacion 2:

Costo de produccion

Costo unitario de produccion =
P Volumen producido
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CAPITULO Il

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Proponer un proceso de fermentacion de acido lactico a escala de 50 litros

Caracterizacion del suero de leche

El suero de leche pasteurizado fue sometido a los andlisis fisico-quimicos de cantidad de
solidos solubles, acidez y pH. Los resultados se muestran en la tabla 17 y se relaciona con los

valores de la norma NTE INEN 2594 (2011) del suero de leche.

Tabla 17

Parametros del suero de leche

Contenido del suero de NTE INEN 2594 (2011)
Resultados
leche Suero dulce
Solidos solubles % 4.69 4.40-5.00
Acidez titulable % 0.08 <0.16
pH 6.75 6.4-6.8

La caracterizacion del suero de leche en este estudio fue de: 4.69% para solidos solubles la cual
es la principal fuente de carbono necesaria para desarrollo para la cepa de Lactobacillus casei.
La acidez del suero de leche obtenida fue 0.08% y su pH de 6.75. Estos valores son favorables
para establecer las condiciones de fermentacion del microorganismo en cuestién y cumplen
con los parametros del suero dictada por lanorma NTE INEN 2594 (2011) y lo clasifican como

suero dulce.

El lactosuero dulce es un medio 6ptimo para el desarrollo de las bacterias acido lcticas, ya que

es rico en lactosa y compuestos nitrogenados. El cultivo de L. casei configura estrictamente el
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isdmero del acido lactico L(+) el cual es generalmente reconocido como un alimento seguro

(GRAS) y de uso como aditivo alimenticio (Zapata et al., 2019).
Bioproceso

Los resultados de las muestras tomadas cada 4 h presentaban un ligero crecimiento de biomasa,
el pH iba disminuyendo de manera significativa y el % de acidez aumentaba. Esta cinética se

muestra en la figura 15.

Figura 15

Cinética del proceso de fermentacién de suero de leche a escala de 50 L.
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El proceso de fermentacion tuvo una duracién de 13 dias, teniendo como punto final la fase
estacionaria alcanzada por el cultivo (3 valores constantes de crecimiento), durante el proceso

de fermentacion el pH disminuyd relativamente neutro a acido esto también pudo afectar el
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crecimiento del microorganismo ya que a esos valores no es favorable para el desarrollo de la
cepa utilizada. La cantidad de biomasa del cultivo en el biorreactor aument6 0.0152 g/L al
noveno dia, esto ocurrié mientras las condiciones fueron favorables para el crecimiento de este.
Finalmente, la concentracion de acido lactico al dia 9 fue de 23.91 g/L y una acidez titulable
de 2.39% y se mantuvo constante por los siguientes dias, de estos dos ultimos parametros se
puede decir que son productos asociados al crecimiento lo cual se pueden catalogar como

metabolitos primarios como lo describe Garcia et al, (2010).

La investigacion de Maribel (2020), obtuvo 3.1% de acidez titulable valor ligeramente superior
con la presente investigacion, lo cual se puede relacionar a que en el proceso de fermentacion

del suero de leche no se suministré fuente de carbono.

3.2 Determinacion de los parametros de operacion de temperaturay flujo en el proceso
de separacion por evaporacion.

El &cido lactico obtenido por precipitacion, posterior a los pasos de separacion por filtracion y

centrifugacion se realizé la concentracion en un evaporador de pelicula ascendente, a dicho

proceso se realiz6 un disefio experimental factorial por blogques 22. Estos resultados se copiaron

al programa Design Expert 11, analisis de varianza (ANOVA) para verificar si los factores y

las respuestas se ajustaban a un modelo con la intencion de encontrar si existen diferencias

estadisticamente significativas.

3.2.1 Analisis de ANOVA de las variables respuestas
El analisis de varianza (ANOVA) tabla 18, de la variable de acidez permitié conocer si el

modelo estadistico sugerido es Util para mejorar la concentracion de acido lactico.

Tabla 18

ANOVA de la variable concentracion de acidez
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Concentracién de acidez

Fuente Suma de GL Cuadrados Valor E Valor-P
cuadrados medios Prob>F
Modelo 0.3250 2 0.1625 83.7 <0.0001
A: Presion de vacio 0.0520 1 0.0520 26.79 0.0006
B: Flujo de
Jlimentacion 0.2370 1 0.2730 140.61 <0.0001
AB 0.0127 1 0.0127 21.13 0.0018
Residual 0.0175 9 0.0019
Falta de ajuste 0.0127 1 0.0127 21.12 0.0018
Error puro 0.0048 8 0.0006
Correl Total 0.3425 11
R? 0.9490
R? ajustados 0.9376
C.V% 1.79
Prec. Ad 19.668

El analisis del cuadro ANOVA para la concentracion del acido lactico indica el valor-p es
0.0018 lo que indica que la interaccion de los factores A 'y B son significativos para este modelo
lineal. El coeficiente de determinacion ajustado R? es de 0.9376 dando a entender que el modelo
para mejorar la concentracion del &cido lactico por evaporacion es satisfactorio. Segun Palma
(2022), el término R? ajustado debe presentar un valor superior al 70% para que exista una

relacion lineal fuerte y que el modelo sea mas confiable.

El anélisis de varianza (ANOVA) tabla 19, de la variable respuesta densidad permitié conocer

si el modelo estadistico sugerido es aceptable.

Tabla 19
ANOVA de la variable densidad

Densidad
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Fuente Suma de GL Cuadrados Valor F Valor-P
cuadrados medios Prob>F
Modelo 0.6288 2 0.3144 73.93 <0.0001
A: Presion de vacio 0.0784 1 0.0784 18.44 0.0020
B: Flujo de
Jlimentacion 0.5504 1 0.5504 129.42 <0.0001
AB 0.0184 1 0.0184 7.41 0.0261
Residual 0.0383 9 0.0043
Falta de ajuste 0.0184 1 0.0184 7.41 0.0261
Error puro 0.0199 8 0.0025
Correl Total 0.6671 11
R? 0.9426
R? ajustados 0.9290
CV% 4,54
Prec. Ad 18.0945

El andlisis del cuadro ANOVA de la variable respuesta densidad indica el valor-p 0.0261 lo

que indica que los factores A y B son significativos para este modelo lineal. El coeficiente de

determinacion ajustado R? es de 0.929 dando a entender que el modelo en blsqueda de la

densidad del &cido lctico por evaporacion es satisfactorio.

Para determinar si el modelo cumple con los supuestos del analisis, se procede a utilizar las

gréficas de residuos de ambas variables respuestas para conocer si el modelo es el adecuado y

cumple con los supuestos de los analisis mostrados en la figura 16.

Figura 16

Analisis de residuos de las variables respuesta concentracion de acidez y densidad
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La figura A, muestra que los residuos siguen aproximadamente una linea recta, sefial de que
los residuos estan distribuidos normalmente de la respuesta concentracion de acidez y densidad.
La figura B, revela que los puntos estan dispersamente aleatorios y que ninguno de los grupos
presenta una variabilidad significativa entre ambas variables respuestas. Por ultimo, la figura
C, nos indica que los residuos son independientes entre si y no muestran sefiales de correlacion

con otros puntos.

Con la verificacion del anlisis estadistico ANOVA y de las gréficas de residuos, se cumple el
supuesto de normalidad y se acepta el modelo, se procede con la interpretacion de los resultados

obtenidos del proceso de concentracion del &cido l&ctico por evaporacion, tabla 20.

Tabla 20

Resultados del proceso de concentracion por evaporacion.

A: Presiébn  B: Flujo de

—

§ . . .. Concentracion Densidad Tiempo

2 devacio  alimentacion _ _ Color

= Acidez (g/L) (g/ml) (min)

= (Bar) (L/nh)

o
-0,3 6 22.5 1.75 35 Negro

1 -0,3 6 22.8 1.78 35 Negro
-0,3 6 23 1.78 35 Negro
-0,6 12 27.2 1.15 30 Amarillo claro

2 -0,6 12 27.1 1.18 30 Amarillo claro
-0,6 12 26.9 121 30 Amarillo claro
-0,3 12 24.9 132 35 Naranja

3 -0,3 12 25.2 1.26 35 Naranja
-0,3 12 25.3 121 30 Naranja
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-0,6 6 23.7 1.6 30 Ambar
4 -0,6 6 235 1.54 35 Ambar

-0,6 6 23.1 1.45 30 Ambar

El segundo tratamiento se oper6 a -0.6 bar de presion y un flujo de alimentacion 12 L/h, la
temperatura de entrada del acido lactico al intercambiador de calor fue de 6 °C, y su
temperatura de salida de 89 + 3 °C, se observo que la salida del evaporador el acido lactico
concentrado era de un color amarillo, recolectando un volumen de 500 ml de &cido lactico
crudo y 1430 ml de condensado, en un tiempo de 30 min. Se realiz6 el andlisis de densidad por
picnémetro dando un resultado de 1.18 + 0.04 g/ml. Este tratamiento cumplié con los
parametros especificos del acido lactico y se procedid a realizar su caracterizacion y su
comparacion con otros estudios. Los demas tratamientos (figura 17), tuvieron valores bajos de
acidez, alta densidad y color no acorde a los establecidos en la ficha de datos de ThermoFisher,
(2021). Estos valores pudieron estar afectados por los bajos flujos de alimentacion o mayor

tiempo de exposicion a las altas temperaturas provocando ruptura en la molécula de acido.

Figura 17

Interaccion de los factores Ay B en el proceso de concentracion por evaporacion
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Interaction

B: B: Flujo de alimentacign (L'h)

R1: Acidez (%)
|

A A Presign devac o (bar)
FA: Interaccién de barras

FB: Interaccion lineal

En un estudio realizado por Cai et al (2012), evaluaron el efecto de temperatura de entrada,
salida y el flujo de alimentacion durante el proceso de concentrado por evaporacion. Los
autores concluyeron que las condiciones Optimas de temperatura de salida deben ser inferiores
a 100 °C y que a una velocidad de alimentacion mas rapida no es suficiente para obtener un

buen producto, ya que reduce el % de purificacion.

Por otro lado, Anekella y Orsat (2013), demostraron en su investigacion que el flujo de aire
caliente que entraba a la camara esta asociado con el tiempo de residencia de la particula,
concluyendo que a mayor flujo de aire menor tiene que ser el tiempo de residencia de la

particula, ya que influye sobre la supervivencia del compuesto.
Caracterizacion del acido lactico obtenido por evaporacion

El &cido lactico obtenido de la mejor combinacion de los parametros del proceso de

evaporacion fue el tratamiento 2 con una presion de vacio -0.6 Bar y flujo de alimentacion 12

60



L/h y con una entrada constate de vapor de 1.5 Bar, se caracterizd sus variables y se compard

con los resultados de la investigacion de Maribel (2020) que se presentan en la tabla 21.
Tabla 21

Caracteristicas fisico-quimicas del acido lactico obtenido

Acido lactico
Andlisis fisico-quimicos Respuesta
(Maribel, 2020)

Concentracion (g/L) 27.1+0.18 * 31.5+£0.26 *
Densidad (g/ml) 1.18 1.10
pH 3.5 3.1
Color Amarillo claro Amarillo transparente
Solubilidad Agua

*media £ desv est. (n=3)

La comparacion de resultados obtenidos en este estudio y de Maribel (2020). El valor por
titulometria es de 27.1 + 0.18, lo que representa que requiere de un paso de purificacion
secundaria como la nanofiltracion o la ultrafiltracion para elevar el porcentaje de pureza, el

valor de la densidad obtenida fue de 1.18 g/ml y presentd un color amarillo claro figura 18.

Figura 18

Acido lactico obtenido
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En el resultado de la investigacion de Maribel (2020), comparé el método de cuantificacion de
acido lactico espectrofotométrico y por titulometria, demostrando que no existieron diferencias
significativas entre ellos y demostrdé que ambos métodos son validos para la medicion de la
concentracion de acido lactico, por lo que se asume que la técnica de titulacién realizada en

este estudio es confiable.

En otro estudio realizado por Borshchevskaya et al (2016), se comparé dos métodos de
cuantificacion para &cido lactico, por espectrofotometria y Cromatografia Liquida de Alta
Eficacia (HPLC), siendo este tltimo método muy preciso y costoso. Dando como resultado que

entre estos dos metodos no existieron diferencias significativas.

3.3 Determinacion de costos de produccién
Finalmente, los materiales, reactivos y equipos se eligieron de acuerdo con la metodologia
realizada en este estudio a una escala laboratorio. En la tabla 22 se detalla los costos de

materiales y reactivos para la obtencion de acido lactico por fermentacion de suero de leche.

Tabla 22

Costos de materiales y reactivos

Material Cantidad Unidad Precio/U Precio total

Insumos

Suero de leche dulce 60 Litros - $20

Cepa L. casei 431 liofilizadas 2 Unidad $70 $140
Subtotal $70 $160

Reactivos

Hidréxido de calcio 96% 5 Unidad $40 $200

Acido sulfarico 4 Litros $3.75 $15

Agua destilada grado analitico 3 Galén $4 $12
Subtotal $47.75 $227

Materiales de laboratorio*
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Subtotal $45.65 $90.65
Total $163.4 $477.65

Materiales de laboratorio*=Materiales descritos en la metodologia

La investigacion tuvo una inversion de $477.65, en el proceso de transformacion de 50 L de
suero de leche dulce para obtener 500 ml de acido lactico a escala laboratorio y se determind
que para producir 1 ml de acido lactico a las caracteristicas descrita en la tabla 22, se requiere
aproximadamente un costo de produccion de 0.95 centavos de ddlar, cifra que se obtuvo, en el
analisis de los costos incluyendo, materia prima, insumos, reactivos, materiales de laboratorio,
transporte y otros gastos asociados. En el costo unitario del &cido lactico se calcul6 de la

ecuacion 2.

Costo unitario de produccién = $0.95/ml de acido lactico

Este calculo del costo de produccion es fundamental para realizar ajustes y mejoras en el
proceso de obtencién de acido lactico por suero de leche, sirviéndose como referencia para

futuros estudios que optimicen los costos y aumenten la eficiencia de produccion.

La obtencion de &cido lactico a escala laboratorio utilizo los equipos que se detalla en la tabla

23, mencionando sus caracteristicas, tiempo de uso y consumo energético.

Tabla 23

Consumo energético de equipos

Consumo
Equipo Caracteristicas Tiempo energetico
total
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Evaporador de
pelicula

ascendente

Tanque
biofermentador
100 L

Centrifuga de

discos

Incubadora

Autoclave

Tasa max. de evaporacion: 12 litros/hora
Consumo max. de vapor: 15 kg/hora
Presion méx. de vapor (en funcionamiento): 2
bar
Capacidad méax. del tanque de alimentacion: 15
litros
Capacidad del tanque de recogida de
concentrado: 5 litros
Vacio del sistema: 0 a -1 bar
Suministro eléctrico monofésico 220V, 50Hz, 3
kW

Radio del tanque: 24.75 cm
Altura: 71.5cm
Volumen: 137 L
Motor: 70 RPM, 1/15 HP, 0.18 kW
Voltaje: 110V
Capacidad de 50L a 80L por hora
Capacidad del bowl 20L
Voltaje: 110V
Estructura: aluminio
NUmero de discos del tambor: 15U
Motor: 0.25 kW
Intervalo de temperatura: 5 °C a 70 °C
Consumo energia: 80 W/h
Puerta con control de energia inteligente
Material de acero inoxidable
Material: acero inoxidable
Control por microprocesador, pantalla LCD de
estado de trabajo: presion, tiempo, temperatura,
nivel de agua, codigo de error, tecla de tipo
tactil.
max. presion laboral: 0.23 Mpa

50 h

13 dias

5h

83 h

5h

150 kW/h

56.16
kW/h

1.25 kW/h

6.64 kW/h

15 kW/h
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Temperatura de disefio: 136 °C
Presion laboral: 0.22 Mpa
Temperatura de trabajo: 134 °C
Rango de temperatura de trabajo:105 — 134 °C
Voltaje: 110-220 V
Motor: 3 kW
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 Conclusiones

e El suero de leche demostré potencial para ser utilizado a escala industrial ya
que se alcanzaron niveles tanto de biomasa como de concentracion de acido
lactico similares a escala de laboratorio.

e Se encontrd una relacion lineal entre el flujo de alimentacién y presién de
vacio en el proceso de concentracion por evaporacion del acido lactico,
obteniendo en esta etapa un producto que se puede clasificar como &cido
lactico crudo.

e El costo unitario de produccion del acido lactico por ml es de $0.95, cifra
aceptable y referencia para optimizar costos y mejorar la eficiencia de

produccion.
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4.2 Recomendaciones
e Realizar estudios con 3 niveles de los factores estudiados en busca de un
optimo en el proceso de concentracion por evaporacion.

¢ Realizar estudios de purificacion para elevar la pureza del acido lactico.
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